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PROGEDE D'IDENTIFICATION DE NOUVELLES MOLECULES SE LIANT AUX 
RECEPTEURS SCAVENGERS ETS1GNALEES VIA UN RECEPTEUR TOLL. 

L'invention concerne un precede ^identification de nouvelles molecules se liant 
5 aux recepteurs scavengers et signalees via un recepteur Toll, tout comme ['utilisation de 
ces nouvelles molecules identifies pour la preparation d'une composition 
pharmaceutique, notamment destinee au traitement prophylactique ou therapeutique des 
infections virales, bacteriennes, parasitaires et fongiques ou au traitement 
prophylactique ou therapeutique des cancers. 
10 La vaccination est un moyen efficace de prevenir ou de reduire les infections 

virales ou bacteriennes. Le succes des campagnes de vaccination dans ces domaines a 
permis d'etendre le concept de vaccin jusqu'alors utilise dans le domaine de 
1'infectiologie aux domaines du cancer et des maladies auto-immunes. Les antigenes 
vaccinaux administres seuls chez l'hote ne sont souvent pas assez immunogeniques pour 
1 5 induire une reponse immunitaire, et doivent done etre associes a un adjuvant ou couples 
a une proteine porteuse pour induire (ou augmenter) leur immunogenic^. Dans ces 
conditions, seule une reponse immune de type humorale peut etre induite, reponse au 
cours de laquelle les antigenes exogenes sont presentes dans le contexte des molecules 
du MHC classe 11 aux lymphocytes T CD4. 
20 Ainsi, de nouveaux porteurs ou adjuvants permettant d'augmenter ou d'induire 

l'immunogenicite sont constamment recherches. 

De plus, dans le cadre d'une therapie antivirale, la generation de lymphocytes T 
cytotoxiques (CTL) capables de reconnaitre et de detruire le virus est de toute 
importance (Bachmann et al., Eur. J. Immunol., 24, 2228-2236, 1994 ; Borrow P., J. 
25 Virol. Hepat., 4, 16-24, 1997), comme l'attestent de nombreuses etudes montrant, in 
vivo, le role protecteur des reponses dirigees contre les epitopes viraux (Arvin AM, J. 
Inf. Dis., 166, S35-S41, 1992 ; Koszinowski et al., Immunol. Lett., 16, 185-192, 1987). 
L'importance des reponses CTL a aussi ete fortement documentee dans les reponses 
antitumorales notamment celles dirigees contre les cellules de melanome (revue dans 
30 Rivoltini et al., Crit. Rev. Immunol., 18, 55-63, 1998). Le ou les epitopes CTL 
(sequences peptidiques interagissant avec les molecules de classe 1 et presentees aux 
lymphocytes T CD8+) ont etc definis pour plusieurs antigenes. Cependant, la difficulty 
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reside dans la generation de CTL in vivo, due a la faible immunogenicite de ces peptides 
(Melief, Adv. Cancer Res., 58, 143-175, 1992 ; Nandaz et Sercaz, Cell, 82, 13-17, 
1995). 

Des recherches s'orientent par consequent vers Identification de nouveaux 
5 adjuvants, ou de systeme de delivrance d'antigenes («delivery system»), permettant 
d'induire des CTL. Grace a leur efficacite a presenter les antigenes et a stimuler le 
systeme immunitaire, les cellules dendritiques, par exemple, ont ete utilisees pour 
generer des reponses CTL antivirales (Ludewig B et al., J. Virol., 72, 3812-3818, 1998 ; 
Brossard P. et al., J. Immunol., 158, 3270-3276, 1997) ou anticancereuses (Nestle F.O. 
10 et al., Nat. Med., 4, 328-332, 1998). 

Les cellules dendritiques (DC) sont les cellules presentatrices d'antigene les plus 
efficaces et en particulier les seules capables d'initier une reponse CTL (Banchereau, J. 
et al., Nature, 392, 245-252, 1998, et Watts, C, Nature Cell Biol., 1, 152-154, 1999). 
Les DC sont la cible de nombreuses strategies vaccinales (Timmerman J. M., et al., 
15 Annu. Rev. Med., 50, 507-529, 1999). En effet, de nombreux arguments experimentaux 
montrent que ce sont les DC immatures qui seraient capables dans certaines conditions 
de presenter les antigenes exogenes dans le CMH de classe I aux CTL. Les DC existent 
dans deux etats de differentiation. Les DC presentes dans les tissus peripheriques sont 
immatures et agissent comme des sentinelles qui capturent les antigenes exogenes. 

20 Apres un contact avec les antigenes ou des signaux de stress, elles subissent un 
processus de maturation, acquierent 1 'expression de nombreuses molecules de 
costimulation et migrent dans les ganglions ou elles presentent l'antigene aux 
lymphocytes T naifs. Le phenomene de cross-presentation (encore connu sous le nom 
de cross-priming) qui permet a un antigene exogene d'acceder a une presentation dans 

25 les molecules des MHC classe I est actuellement tres etudie (Yewdell J. W., et al., Adv. 
Immunol., 73, 1-77, 1999). II est actuellement admis que la fa?on dont l'antigene est 
capture joue un role. Bien qu'il ait ete observe que des antigenes internalises par des 
moyens non specifiques de type phagocytose ou macropinocytose etaient dans certains 
cas presentes par des DC ou des macrophages dans le contexte des CMH classe I, il est 

30 maintenant admis que la capture des antigenes par le biais d'un recepteur favorise 
Tacces des antigenes au cytosol des APC et done a la presentation dans le CMH classe 
1. Des exemples sont Fournis par les immuncomplexes et les HSP qui sont captures par 
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les DC via des recepteurs specifiques et qui sont presentes dans les molecules du CMH 
de classe I (Rodriguez A., et al., Nat.Cell Biol., 1, 362-368, 1999). 

Des approches vaccinales ont ainsi consiste a charger les cellules dendritiques ex 
vivo avec l'antigene d'interet (peptides ou lysat cellulaire) et reimplanter ces cellules 
5 chez le patient. D'autres approches consistent a transfecter ex vivo les cellules 
dendritiques avec le gene codant pour l'antigene d'interet et a reinjecter ces cellules 
transferees (Gilboa E. et al., Cancer Immunol. Immunother., 46, 82-87, 1998). Ces 
approches ont ete utilisees avec succes chez la souris et chez l'homme (Hsu F.J. et al., 
Nat. Med., 2, 52-58, 1996) mais restent neanmoins complexes dans la mesure ou ces 
10 cellules doivent etre traitees ex vivo (transformation des cellules ou internalisation des 
antigenes) et transplants dans l'organisme hote. De meme, I'utilisation de particules 
de type viral (Layton G.T. et al., J. Immunol., 151, 1097- 11 07, 1993) ou de l'adjuvant 
incomplet de Freund (IFA) (Valmori et al., Eur. J. Immunol., 24, 1458-1462, 1994) 
permet de generer des reponses CTL. Toutefois, une vaccination antivirale ou 
1 5 antitumorale realisee avec des peptides correspondant a des epitopes CTL et en presence 
d'un tel adjuvant peuvent conduire a un etat de tolerance specifique qui peut conduire 
dans certains cas a l'effet contraire recherche, c'est-a-dire a une diminution de la 
reponse immune (Toes et al., Proc. Nat. Acad. Sci., USA, 93, 7855-7860, 1996). 

Ainsi, il existe aujourd'hui un grand besoin de disposer d'un compose qui, 
20 associe a une molecule, notamment un antigene ou haptene, soit capable de generer une 
reponse immunitaire, et notamment une reponse CTL, dirigee contre ladite molecule. 
Un tel compose pourrait en particulier etre utilise pour la preparation d'une composition 
vaccinale destinee a induire une protection immunitaire, notamment de type CTL, 
antiviral, antibacterienne, antifongique, antiparasitaire ou antitumorale. 
25 On recherche egalement de nouvelles molecules pour le ciblage specifique d'une 

substance biologiquement active vers les cellules presentatrices d'antigenes, telles que 
les cellules dendritiques, les macrophages, les lymphocytes B ou les monocytes. 

En effet, on recherche des nouvelles molecules qui, associees avec une 
substance biologiquement active telle que des antigenes ou des facteurs de croissance 
30 cellulaire, peuvent se fixer specifiquement sur les cellules presentatrices d'antigenes 
et/ou etre internalisees dans lesdites cellules et ainsi etre capable d'exercer unc activite 
therapeutique modulee par l'intermediaire des cellules presentatrices d'antigene. 
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Les scavengers recepteurs sont des proteines exprimees a la surface de 
nombreuses cellules et en particulier des cellules presentatrices d'antigenes 
professionnelles que sont les DC et les macrophages (Medzhitov R. et al., Curr. Opin. 
Immunol., 9, 4-9, 1997, et Lebecque S., Vaccine, 25, 1603-1605, 2000). Us lient 
5 notamment les lipoproteins modifiees chimiquement. Plusieurs families de scavengers 
recepteurs ont ete identifies, chaque famille pouvant contenir plusieurs membres. Us 
lient un large panel de ligands differents. En particulier, certains scavengers recepteurs 
sont impliques dans la reponse antibacterienne et lient des molecules bacteriennes telles 
que le LPS ou l'acide lipotechoique. La liaison est suivie par une endocytose de la 
1 0 molecule. 

La demande EP 0 783 892 decrit une methode pour augmenter l'immunogenicite 
dans laquelle un antigene et un ligand d'un recepteur scavenger sont conjugues a un 
adjuvant. La demande EP 0 808 899 a pour objet le recepteur scavenger humain Marco 
et decrit une methode (^identification de composes qui se lient et qui activent ou 
15 inhibent ce recepteur. La demande WO 99/14329 divulgue quant a elle un nouveau 
recepteur Marco, nomme MCCOL. 

La molecule Toll a ete initialement decrite comme un recepteur 
transmembranaire chez la drosophile implique dans l'embryogenese et la reponse anti- 
fongique. Une activation via Toll induit une interaction et la stimulation de molecules 

20 de signalisation intracellulaire homologue aux facteurs de transcription de NFkB, en 
aval du recepteur a l'interleukine-1 chez les mammiferes. Une famille de recepteurs 
humains structurellement identiques a la molecule Toll de la drosophile a ete identifiee 
(Bowie A., et al:, J. Leuk. Biol. 67, 508-514, 2000; Muzion M., et al., Microbes & 
infec, 2, 251-255, 2000). Cette famille de molecules contient actuellement 6 membres. 

25 A 1 'exception de Tlr 2 et Tlr 4, les ligands ne sont pas connus. L'activation de Tlr 2 et 4 
est associee a une activation de NFkB; la production de cytokines proinflammatoires. 
Les molecules Tlr 2 et 4 jouent un role crucial dans la reponse a un signal de danger, en 
particulier en reponse a des agents etrangers comme les bacteries. De nombreux 
constituants bacteriens, tels que des sequences d'ADN de type CPG ou des constituants 

30 de la paroi de type LPS, lipoproteines ou LTA activent les APC et les cellules de 
Pinnate immunity via les T1R (Rescigno M. et al., Immunol, today, 20, 200-203, 1999). 
En particulier les cellules dendritiques (Muzio M. et al., J. Immunol., 164, 5998-6004, 
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2000) et les macrophages expriment de nornbreux Tlr qui leur permettcnt de repondre 
aux agressions microbiennes. 

Des recepteurs humains type TOLL sont decrits dans la demande WO 98/50547 
qui a encore pour objet des ligands de ces recepteurs. Les demandes WO 99/20756 et 
5 WO 00/24776 decrivent egalement des homologues Humain Toll. 

L'OmpA de Klebsiella pneumoniae, proteine majeure de la membrane externe 
(baptisee P40) presente une activite de proteine porteuse, par voie systemique, pour des 
antigenes sous-unitaires peptidiques (demandes de brevet WO 95/27787 et WO 
96/14415 ; Haeuw et al., Eur. J. Biochem., 255, 446-454, 1998 ; Plotnicky-Gilquin et 

10 al., J. Virol., 73, 5637-5645, 1999) et polysaccharidiques (demande de brevet WO 
97/41888 ; Rauly et al., Infect. Immun., 67, 5547-5551, 1999). 

Les HSP (Heat Shock Protein) sont des molecules chaperonnes qui controlent le 
repliement des proteines et evitent leur agregation; elles sont fortement conservees lors 
de revolution (Feldman, D. E., et al., Curr. Opin. Struct. Biol., 10, 26-33, 2000). De 

15 nombreuses etudes ont demontre que les HSP peuvent etre utilisees comme proteines 
porteuses et favorisent une reponse immune contre des peptides ou des oligosaccharides 
(Lussow, A.R, et al., Eur. J. Immunol., 21, 2297-2302, 1991). Les HSP n'induisent pas 
de suppression epitopique (Barrios, C, et al., Eur. J. Immunol., 22, 1365-1372, 1992) et 
sont efficaces en absence d'adjuvant (Barrios et al., 1992) suggerant que les HSP 

20 peuvent etre considerees comme des adjuvants en tant que tels (Blachere, N.E., et al., J. 
Exp. Med., 186, 1315-1322, 1997). 

L'utilisation potentielle des HSP en immunotherapie antitumorale est 
actuellement tres etudiee (Srivastava, P.K., et al., Immunity, 8, 657-665, 1998). Les 
HSP isolees des cellules tumorales engendrent une puissante reponse CTL CD8+ 

25 protectrice et specifique de la tumeur (Srivastana, P.K., et al., Immunogenetics, 39, 93- 
98, 1994 ; Tamura, Y. et al., Science, 278, 1 17-120, 1997). Cette propriete provient de 
la capacite des HSP a se lier de fa^on non covalente a des peptides antigeniques 
specifiques des tumeurs (Udono, H., et al„ J. Exp. Med., 178, 1391-1396, 1993 ; 
Tamura, Y., et al., 1997 ; Nieland, T.J., et al., Proc. Natl. Acad. Sci., USA, 93, 6135- 

30 6139, 1996). Parmi les differentes HSP testees, gp96 (un homologue endoplasmique de 
la HSP90) et la HSP70 sont les plus utilises clans des vaccins anti-tumoraux 
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prophylactiques ou therapeutiques contre differents types de tumeurs (Udono, H., et al., 
J. Immunol., 152, 5398-5403, 1994 ; Tamura et al., 1997). 

II semblerait que la HSP 60 se liait au Tlr4 (Tlr pour « Toll-Like Receptor », 
recepteur Toll apparente ou recepteur de type Toll) (Ohashi K., et al., J. Immunol., 
5 164:558-561,2000). 

De maniere surprenante, il a maintenant ete mis en evidence que les OmpA et 
les HSP se liaient aux recepteurs scavengers. De maniere encore plus surprenante, il a 
aussi ete determine que ces memes molecules etaient en outre signalees via un recepteur 
Toll. 

10 La presente invention a ainsi pour objet un procede d'identification de nouvelles 

molecules d'interet therapeutique, caracterise en ce qu'on selectionne les molecules qui 
se lient aux recepteurs scavengers et qui sont signalees via un recepteur Toll. 

Ce procede, et les nouvelles molecules selectionnees, pourront ainsi repondre 
aux problemes mentionnes ci-dessus, a savoir trouver de nouveaux porteurs ou 

15 adjuvants permettant d'augmenter ou induire l'immunogenicite notamment de type 
humorale, de nouveaux composes qui, associes a une molecule, notamment un antigene 
ou haptene, soient capables de generer une reponse CTL, tout comme de nouveaux 
composes capables de cibler les cellules presentatrices d'antigenes, de preference celles 
exprimant un recepteur scavenger, et notamment les cellules dendritiques de preference 

20 immatures. 

Par cellules presentatrices d'antigenes (CPA ou APC), on entendra designer 
dans la presente invention, les cellules CPA professionnelles formant partie integrante 
du systeme immunitaire telles que les cellules dendritiques, les macrophages, les 
lymphocytes B ou les monocytes, notamment les cellules dendritiques immatures. 
25 Dans la presente invention, on entendra designer egalement par le terme 

«peptide» les proteines ou les polypeptides, termes qui seront ici employes 
indifferemment. 

Selon Tinvention, il est possible d'utiliser tout type de recepteur scavanger, de 
preference d'origine humaine, et notamment les recepteurs SR-Al, SR-B1, SR-C1, 
30 Marco, LOX, notamment LOX-1, CD36. Les recepteurs decrits dans les demandes EP 
0 783 892 et EP 0 808 899 (sequences nucleotidiques SEQ ID No. I et SEQ ID No. 5, et 



les sequences proteiques SEQ ID No. 2 et SEQ ID No. 6) et WO 99/14329 (sequence 
nucleotidique SEQ ID No. 2 et sequence proteique SEQ ID No. 1) pourront etre utilises. 

Pour les recepteurs LOX, on pourra egalement se referer aux recepteurs decrits 
dans les demandes WO 99/32520 (recepteur LOX-1 humain et bovin respectivement de 
5 sequence peptidique SEQ ID No. 1 et No. 2, et leur sequence nucleique respective SEQ 
ID No. 5 et No. 6 dans ce document), WO 96/17058 (et particulierement les sequences 
nucleiques et proteiques des recepteurs LOX d'origine bovine et humaine identifiees par 
les sequences SEQ ID No. 1, SEQ ID No. 2 et SEQ ID No. 3 dans ce document), US 
5,510,466 (dont les sequences nucleiques et proteiques sont representees aux figures 3A 

10 a 4D de ce document), US 5,665,872 (et particulierement la sequence nucleique SEQ ID 
No. 1 et la sequence proteique SEQ ID No. 3) et US 5,521,071 (et particulierement la 
sequence nucleique SEQ ID No. 1 et proteique SEQ ID No. 2) pourront etre utilises, de 
meme que le recepteur LOX, denomme HOKL, dont les sequences nucleique et 
peptidique sont decrites dans le brevet US 5,945,308. 

15 Dans un mode de realisation prefere de l'invention, le recepteur scavenger utilise 

correspond au recepteur Marco, en particulier le recepteur Marco humain dont la 
sequence de PADNc codant pour ce recepteur est decrite dans la banque de donnees 
GenBank sous le numero d'accession A.N. NM 006770 (dont les sequences nucleique 
et proteique sont respectivement representees par les sequences SEQ ID No. 1 et No. 2 

20 dans la liste des sequences ci-apres) ou au recepteur LOX-1, en particulier le recepteur 
LOX-1 humain dont la sequence de PADNc codant pour ce recepteur LOX-1 humain 
est decrite dans la banque de donnees GenBank sous le numero d'accession A.N. AB 
010710 (dont les sequences nucleique et proteique sont respectivement representees par 
les sequences SEQ ID No. 3 etNo. 4 dans la liste des sequences ci-apres). 

25 De meme, tout type de recepteur Toll peut etre utilise. Ainsi, dans le cadre de la 

presente invention, le terme "recepteur Toll" designera la molecule Toll de la drosophile 
tout comme les recepteurs humains structurellement identiques et notamment les 
recepteurs Tlr 1, 2, 3, 4, 5 ou 6. Les recepteurs humains type Toll decrits dans les 
demandes WO 98/50547 (sequences proteiques SEQ ID No. 4, SEQ ID No. 6, SEQ ID 

30 No. 26, SEQ ID No. 10, SEQ ID No. 12, SEQ ID No. 16, SEQ ID No. 18, SEQ ID No. 
32, SEQ ID No. 22 et SEQ ID No. 34 et leurs sequences nucleiques codantes 
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correspondantes), WO 99/20756 (SEQ ID No. 1, SEQ ID No. 3, SEQ ID No. 13) et WO 
00/24776 pourront etre utilises. 

Dans un mode de realisation prefere de l'invention, le recepteur Toll utilise 
correspond au recepteur Tlr 2 ou Tlr 4, en particulier le recepteur Tlr 2 humain dont la 
5 sequence de PADNc codant pour ce recepteur est decrite dans la banque de donnees 
GenBank sous le numero d'accession A.N. U88878 (dont les sequences nucleique et 
proteique sont respectivement representees par les sequences SEQ ID No. 5 et No. 6 
dans la liste des sequences ci-apres) ou Tlr 4 humain dont la sequence de PADNc 
codant pour ce recepteur est decrite dans la banque de donnees GenBank sous le numero 
10 d'accession A.N. U88880 (dont les sequences nucleique et proteique sont 
respectivement representees par les sequences SEQ ID No. 7 et No. 8 dans la liste des 
sequences ci-apres). 

Selon P invention, on pourra egalement utiliser : 

- tout recepteur scavanger, de preference d'origine humaine, notamment les 
15 recepteurs SR-A1, SR-B1, SR-C1, Marco, LOX, de preference LOX-1, CD36 dont les 

sequences, nucleiques codantes ou d'acides amines, presentent un pourcentage 
d'identite d'au moins 80 %, de preference d'au moins 90 %, 95 % et 99 % avec leur 
sequence sauvage, notamment les sequences dont il fait reference ci-avant ; 

- ou tout fragment de cesdits recepteurs scavengers comprenant le site de 
20 fixation a son ou a ses ligands naturels. 

Selon P invention, on pourra egalement utiliser : 

- tout recepteur Toll, notamment les recepteurs humains structurellement 
identiques et de preference les recepteurs Tlr 1, 2, 3, 4, 5 ou 6, dont les sequences, 
nucleiques codantes ou d'acides amines, presentent un pourcentage d'identite d'au 

25 moins 80 %, de preference d'au moins 90 %, 95 % et 99 % avec leur sequence sauvage, 
notamment les sequences dont il fait reference ci-avant pour ces recepteurs ; 

- ou tout fragment de cesdits recepteurs Toll comprenant le domaine responsable 
de la mediation du signal d'activation des cellules. 

Dans la presente description, par « pourcentage d'identite » entre deux 
30 sequences d'acide nucleique ou d'acides amines au sens de la presente invention, on 
entend designer un pourcentage de nucleotides ou de residus d'acides amines identiques 
entre les deux sequences a comparer, obtenu apres le meilleur alignement, ce 



pourcentage etant purement statistique et les differences entre les deux sequences etant 
reparties au hasard et sur toute leur longueur. Le meilleur alignement ou alignement 
optimal est Talignement pour lequel le pourcentage d'identite entre les deux sequences a 
comparer, comme calcule ci-apres, est le plus eleve. Les comparaisons de sequences 

5 entre deux sequences d'acide nucleique ou d'acides amines sont traditionnellement 
realisees en comparant ces sequences apres les avoir alignees de maniere optimale, 
ladite comparison etant realisee par segment ou par « fenetre de comparaison » pour 
identifier et comparer les regions locales de similarite de sequence. L'alignement 
optimal des sequences pour la comparaison peut etre realise, outre manuellement, au 

10 moyen de 1'algorithme d'homologie locale de Smith et Waterman (1981) [Ad. App. 
Math. 2:482], au moyen de Palgorithme d'homologie locale de Neddleman et Wunsch 
(1970) [J. Mol. Biol. 48:443], au moyen de la methode de recherche de similarite de 
Pearson et Lipman (1988) [Proc. Natl. Acad. Sci. USA 85:2444], au moyen de logiciels 
informatiques utilisant ces algorithmes (GAP, BESTFIT, FASTA et TFASTA dans le 

15 Wisconsin Genetics Software Package, Genetics Computer Group, 575 Science Dr., 
Madison, WI, ou encore BLASTN ou BLASTX, Altschul et ah, J. Mol. Biol. 
215,403,1990). 

Le pourcentage d'identite entre deux sequences d'acide nucleique ou d'acides 
amines est determine en comparant ces deux sequences alignees de maniere optimale 

20 par fenetre de comparaison dans laquelle la region de la sequence d'acide nucleique ou 
d'acides amines a comparer peut comprendre des additions ou des deletions par rapport 
a la sequence de reference pour un alignement optimal entre ces deux sequences. Le 
pourcentage d'identite est calcule en determinant le nombre de positions identiques pour 
lesquelles le nucleotide ou le residu d'acide amine est identique entre les deux 

25 sequences, en divisant ce nombre de positions identiques par le nombre total de 
positions dans la fenetre de comparaison et en multipliant le resultat obtenu par 100 
pour obtenir le pourcentage d'identite entre ces deux sequences. 

Les molecules a selectionner (et, le cas echeant, a identifier si elles sont de 
structure inconnue ou si lesdites molecules sont sclectionnees a partir d'un melange de 
! 30 composes connus ou inconnus) peuvent etre choisies parmi toutes categories de 

molecules naturelles ou synthetiques. Ainsi, 1'invention n'est nullement limitee a un type 
de molecules a selectionner mais egalement, et de preference, permet d'identifier de 
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nouveaux composes a partir de molecules tres diverses, comme par exemple des 
molecules chimiques ou biologiques, des extraits cellulaires, notamment de bacteries, 
des extraits de plantes, etc.. 

On pourra, de fa<?on preferee, tester des extraits membranaires, et plus 
5 preferentiellement solubles, de pathogenes (bacteries, parasites, etc.) et de cellules 
eucaryotes, notamment humaines. 

Dans un mode de realisation de l'invention, le procede d'identification selon 
l'invention est caracterise en ce qu'il comprend les deux etapes distinctes suivantes 
(etapes realisees separement) : 
10 a) la selection des molecules qui se lient aux recepteurs scavengers ; et 

b) la selection, parmi les molecules selectionnees a 1'etape a), des molecules qui 
fournissent un signal d'activation via un recepteur Toll. 

De preference, le procede d'identification selon l'invention pour 1 'identification 
de nouvelles molecules d'interet therapeutique se liant a un recepteur scavenger est 
1 5 caracterise en ce qu'il comprend les etapes suivantes : 

1) la mise en contact d'une molecule, ou d'un melange de molecules, connue ou 
inconnue a tester avec un recepteur scavenger, dans un milieu permettant la fixation 
eventuelle d'une molecule testee avec ledit recepteur scavenger ; 

2) la mise en evidence de la fixation ou non de ladite molecule testee avec ledit 
20 recepteur scavenger ; et 

3) la selection de cette molecule si sa fixation avec ledit recepteur scavenger a 
ete mise en evidence a 1'etape 2). 

Ledit recepteur scavenger, ou un de ses fragments comprenant son site de 
fixation specifique, utilise a 1'etape I) pourra etre isole ou purifie a partir de culture de 

25 cellules exprimant naturellement ce recepteur. De preference, ledit recepteur scavenger 
utilise a Petape a), ou Tun de ses fragments comprenant son site de fixation specifique, 
notamment sa fraction soluble depourvue de son domaine transmembranaire, sera de 
nature recombinante, soit isole et/ou purifie a partir de cultures de cellules hotes 
transformees avec un ADN codant pour cedit recepteur, ou soit sous forme de cesdites 

30 cellules hotes exprimant a leur surface ledit recepteur scavenger. 

Dans un mode de realisation pre fere, l'invention coneerne un procede 
d'identification selon l'invention, caracterise en ce que la selection des molecules 
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capables de se lier au recepteur scavenger est realisee par une methode choisie panni les 
methodes suivantes : 

- une chromatographic d'affinite, 

- une identification par FACS des molecules se liant a des cellules transferees 
5 par un recepteur scavenger ; 

- une technique de type BIACORE ; ou 

- un clonage par expression a partir d'une sonde portant un recepteur scavenger, 
tel qu'un screening en utilisant comme sonde une forme soluble d'un recepteur 
scavenger, le domaine extracellulaire du recepteur scavenger pouvant etre fusionne a 

1 0 une chaine lourde d'immunoglobuline. 

La technique dite de chromatographic d'affinite connue de 1'homme du metier 
pourra etre realisee en utilisant des formes recombinantes des recepteurs scavengers, 
immobilisees sur une resine. Idealement, les formes recombinantes des recepteurs 
scavengers, seront composees uniquement des domaines extracellulaires des formes 

1 5 recombinantes des recepteurs scavengers, fusionnees ou non a une sequence Tag (c- 
myc, His 6 , chaine lourde de l'immunoglobuline yl murine, GST (Glutathion S- 
Transferase), ...). Les molecules recombinantes pourront etre produites en systeme 
procaryote ou eucaryote (cellules COS, CHO ou cellules d'insecte). Les molecules 
recombinantes seront fixees sur une resine adaptee en utilisant des techniques 

20 conventionnelles incluant le couplage chimique a une matrice de colonne appropriee 
telle que P agarose, Affi Gel, ou d'autres matrices connues de l'homme de Tart. Les 
molecules a tester decrites ci-dessus telles que des extraits proteiques totaux issus de 
bacteries, parasites, virus, cellules eucaryotes pourront etre incubes avec ces resines sont 
ensuite deposees sur la colonne. Les molecules interagissant avec ledit recepteur 

25 scavenger, sont retenues par la colonne et peuvent etre isolees par elution. 

^identification par FACS (« Fluorescence Activated Cells Sorting ») est une 
technique connue de cytometric en flux, et permet d^nalyser la fixation de la molecule 
testee sur des transfectants stables exprimant un recepteur scavenger. Les transfectants 
stables peuvent etre generes dans des cellules hotes qui n'expriment peu ou pas de 

30 recepteur scavenger comme les cellules CHO. Pour identifier les molecules ayant la 
capacite de se fixer aux recepteurs scavengers, il sera possible de creer une banque 
d'exprcssion. Brievement, les ADNc ou PADN genomiquc issu de bacteries, parasites, 
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cellules eucaryotes, etc., seront inseres dans un vecteur ^expression procaryote 
permettant la production de molecules recombinantes solubles et taggees (marquees) 
(idealement, nous choisirons un Tag (ou marqueur) detectable par un anticorps 
compatible avec un screening par cytofluorometrie). Les molecules recombinantes 
5 produites par les clones bacteriens seront selectionnees sur la capacite a se fixer aux 
transfectants stables exprimant un recepteur scavenger. L'ADN plasmidique pourra 
ensuite etre identifie par sequen£age. 

Dans d'autres methodes, les molecules susceptibles d'interagir avec ledit 
recepteur scavenger, peuvent etre liees a des marqueurs detectables tels que des 
10 marqueurs radioactifs, fluorescents ou enzymatiques. Ces molecules marquees sont 
mises en contact avec ledit recepteur scavenger immobilise, dans des conditions 
permettant une interaction specifique. Apres elimination des molecules non fixees 
specifiquement, les molecules liees sont detectees par des moyens appropries. 

La technologie du BIACORE peut egalement etre utilisee pour effectuer le 
15 criblage de composes capables d'interagir avec ledit recepteur scavenger. Cette 
technologie permet de detecter des interactions entre molecules en temps reel sans 
utilisation de marquage. Elle est basee sur le phenomene de SPR (surface plasmon 
resonance). Un des principaux avantages de cette methode est qu'elle permet la 
determination des constantes dissociation entre le recepteur et les molecules 
20 interagissant. Ainsi, il est possible de selectionner specifiquement les molecules 
interagissant avec de fortes ou de faibles constantes dissociation. 

Le clonage par expression peut aussi etre effectue a partir d'une sonde constitute 
du domaine extracellulaire du recepteur scavenger, fusionne a un Tag, idealement une 
chaine lourde d'immunoglobuline murine. La detection de cette molecule pourra se faire 
25 a l'aide d'un anticorps anti-immunoglobuline murine marquee a un fluor, un 
fluorochrome (Alexa ou FITC) ou de billes magnetiques coatees avec un anticorps anti- 
Ig de souris. Les banques ^expression (procaryotique ou eucaryotique) construites avec 
de l'ADNc ou de l'ADN genomique provenant de bacteries, virus, parasites, cellules 
eucaryotes, etc., seront screenees a Taide des formes recombinantes solubles des 
30 recepteurs scavengers. Les clones ainsi isoles pourront etre identifies par sequen^age. 

Par exemple, mais sans s'y limiter, on pourra egalement mettre en oeuvre dans 
les procedes d' identification scion Tinvention une autre methode dMdentification de 
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molecules capables d'interagir avec ledit recepteur scavenger, utilisant un systeme de 
double hybrides bacteriens ou levures tel que le Matchmaker Two Hybrid System 2. 
Selon Ies instructions du manuel accompagnant le Matchmaker Two Hybrid System 2 
(Catalogue N° K 1604-1, Clontech), lorsque par exemple les molecules a tester sont des 
5 peptides non connus dont les ADNc sont clones dans des banques de plasmides. 

On peut egalement citer une autre methode d' identification pour mettre en 
evidence l'interaction dudit recepteur scavenger, avec des petites molecules telles que 
celles generees par chimie combinatoire, mettant en ceuvre une microdialyse couplee a 
une HPLC ou une electrophorese capillaire d'affinite, techniques connues de l'homme 
10 del'art. 

Dans un mode de realisation prefere, le procede d' identification selon 
l'invention est caracterise en ce que ledit rdcepteur scavenger est choisi parmi les 
recepteurs SR-A1, SR-B1, SR-C1, Marco, LOX, notamment LOX-1, CD36, de 
preference d'origine humaine, et notamment les recepteurs dont les references aux 
15 documents et/ou ont ete decrits ci-avant, de maniere tout a fait preferee, le recepteur 
scavenger Marco , en particulier celui dont la sequence de 1'ADNc codant pour ce 
recepteur est decrite dans la banque de donnees GenBank sous le numero d'accession 
A.N. NM 006770 ou le recepteur LOX-1, en particulier celui dont la sequence de 
PADNc codant pour ce recepteur LOX-1 humain est decrite dans la banque de donnees. 
20 GenBank sous le numero d'accession A.N. AB 010710, ou les recepteurs dont la 
sequence peptidique ou nucleique presente au moins un des pourcentages d'identite 
preferes cites ci-avant, ou leur fragment comprenant le site de fixation de ces recepteurs. 

Dans un mode de realisation prefere, la deuxieme etape b) du procede 
d'identification selon l'invention comprend une etape d'identification de la molecule 
25 Toll associee a la signalisation cellulaire consecutivement a la fixation de la molecule 
identifiee sur le recepteur scavenger. 

De preference laditc deuxieme etape b) comprend les etapes suivantes : 

A) la mise en contact de ladite molecule selectionnee a ladite premiere etape a) 
du procede general en deux etapes avec une cellule exprimant ledit recepteur Toll, de 
30 preference trans fectee avec un acide nucleique codant pour ledit recepteur Toll et de 
preference en outre avec un acide nucleique codant pour ledit recepteur scavenger ce 
dernier etant dc preference aussi identique au recepteur scavenger utilise a l'etape a) ; 



WO 02/35236 PCT/FR01/03352 

14 



B) la mesure d'un marqueur significatif d'une activation cellulaire, de 
preference mediee par ledit recepteur Toll, de maniere plus preferee la mesure de la 
production d'une ou de plusieurs cytokines ; 

C) la selection de ladite molecule, si la mesure met en evidence la generation ou 
5 l'augmentation d'une activite cellulaire, de preference par rapport a un controle temoin, 

de preference le controle temoin est une cellule n'exprimant pas ledit recepteur Toll, 
mais pouvant, de preference, exprimer ledit recepteur scavenger, notamment le 
recepteur scavenger utilise a l'etape a). 

L'activation cellulaire peut etre mesuree en evaluant la production de cytokines, 
10 r expression de molecules de surface ou par toute technique connue de 1'homme du 
metier a cet effet. On pourra ainsi notamment utiliser des transfectants stables exprimant 
conjointement le scavenger recepteur et un des Tlr, qui seront incubes avec la molecule 
identifiee. 

Pour ce faire, il est possible d'incuber la molecule testee avec les transfectants et 
1 5 de suivre la production de cytokines (par exemple par ELISA), l'activation du facteur de 
transcription NF-kB (activation associee a la production de cytokines pro- 
inflammatoires) ou la modulation depression de molecules de surface (par exemple la 
molecule ICAM-1). 

II est aussi possible de mesurer un flux calcique (associe a la signalisation 
20 cellulaire) par une technique fluorometrique. 

Les cellules transferees sont obtenues a partir de cellules couramment utilisees 
a cet effet, telles que les cellules CHO, Cos ou HEK 293. Elles peuvent etre transferees 
de facon stable ou transitoire. 

Dans un mode de realisation prefere, le procede d'identification selon 
25 invention est caracterise en ce que ledit recepteur Toll est choisi parmi les recepteurs 
Toll apparentes Tlr 1, 2, 3, 4, 5 et 6, de preference d'origine humaine, et notamment les 
recepteurs dont les references aux documents et/ou ont ete decrits ci-avant, de maniere 
tout a fait preferee le recepteur Tlr 2, en particulier celui dont la sequence de l'ADNc 
codant pour ce recepteur est decrite dans la banque de donnees GenBank sous le numero 
30 d'acccssion A.N. U88878 ou le recepteur Tlr 4, en particulier celui dont la sequence de 
l'ADNc codant pour ce recepteur humain est decrite dans la banque de donnees 
GenBank sous le numero d'accession A.N. U8888, ou les recepteurs dont la sequence 
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peptidique ou nucleique presente au moins un des pourcentages d'identite preferes cites 
ci-avant, ou leur fragment Toll comprenant le domaine responsable de la mediation du 
signal d'activation des cellules. 

Sous un autre aspect de 1'invention, le procede d'identification selon l'invention 
5 est, caracterise en ce qu'il est mis en oeuvre en une seule etape a). 

Dans un mode de realisation prefere, le procede d'identification selon 
Pinvention est caracterise en ce que l'unique etape a) met en ceuvre une cellule 
cotransfectee par un recepteur scavenger et un recepteur Toll. 

Dans un mode de realisation prefere de l'invention, cette seule etape met en 
10 oeuvre une cellule cotransfectee par un recepteur scavenger et un recepteur Toll a Paide 
d'un vecteur d'expression eucaryotique permettant P expression concomitante et a des 
niveaux equivalents des deux molecules recombinantes. 

Dans un mode de realisation prefere, le procede d'identification selon 
l'invention est caracterise en ce que l'unique etape a) met en ceuvre une cellule 
1 5 cotransfectee par un recepteur scavenger et un recepteur Toll. 

Dans un mode de realisation prefere, le procede d'identification selon 
l'invention est caracterise en ce que Petape a) comprend les Stapes suivantes : 

X) la mise en contact d'une molecule, ou d'un melange de molecules, connue ou 
inconnue, a tester avec une cellule hote cotransfectee avec un acide nucleique codant 
20 pour un recepteur scavenger et un acide nucleique codant pour un recepteur Toll, dans 
un milieu permettant la fixation eventuelle de la ou desdites molecules testees avec ledit 
recepteur scavenger et/ou Pactivation cellulaire eventuelle de ladite cellule mediee par 
ledit recepteur Toll ; 

Y) la mise en evidence de Pactivation cellulaire de ladite cellule mediee par ledit 
25 recepteur Toll par la mesure d'au moins un marqueur significatif d'une activation 
cellulaire, de preference mediee par ledit recepteur Toll ; et 

Z) la selection de cette molecule si ladite mesure a Petape Y) met en evidence la 
generation ou Paugmentation de ladite activite cellulaire mesuree, de preference par 
rapport a un controle temoin. 
30 Dans un mode de realisation prefere, le procede d'identification selon 

Pinvention est caracterise en ce que lesdits recepteurs Toll et scavengers, lesdits 
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marqueurs de mesure d'activite cellulaire utilises sont de preference ceux indiquees 
pour le procede en deux etapes tels que decrits ci-avant. 

Dans un mode de realisation prefere, le procede d'identification en une etape ou 
en deux etapes selon l'invention est caracterise en ce qu'il comprend en outre une etape 
5 d'identification de la structure de la molecule selectionnee si celle-ci n'est pas connue. 

En effet, il sera possible d'utiliser dans les precedes selon la presente invention, 
une molecule a tester, prise de maniere isolee et dont la structure n'est pas connue, ou 
un melange de molecules a tester connues ou inconnues, dont les etapes du procede ci- 
avant decrit permettront seulement d'identif.er leur capacite fonctionnelle. Ladite etape 
1 0 d'identification de la structure aura pour objectif d'identifier la structure de la molecule 
inconnue ayant cette capacite, ou d'identifier parmi l'ensemble des molecules connues 
testees simultanement celle(s) presentant cette capacite. 

Par exemple, de telles molecules a tester, seules ou en melange, pourront etre 
issues de synthese chimique par chimie combinatoire, de banques de clones 
1 5 d'expression de peptides ou d'extraits naturels contenant des melanges complexes. 

Les molecules selectionnees pourront ensuite etre analysees, si necessaire, par 
toute methode d'analyse permettant de definir la structure d'un compose chimique ou 
biochimique connue de l'homme de Part telle que, sans s'y limiter, par spectrometrie de 
masse, HPLC, infrarouges et/ou par RMN (Resonance Magnetique Nucleaire). 
20 Dans un mode de realisation prefere, l'invention conceme un procede 

d'identification en une ou deux etapes selon l'invention, caracterise en ce qu'il 
comprend en outre une etape de determination de la capacite de ladite molecule ainsi 
identifiee d'etre immunogene. 

Dans ce mode prefere de realisation de l'invention, apres avoir realise le procede 
25 selon l'invention, on effectue une etape supplemental consistant a analyser ou evaluer 
rimmunogenicite de la molecule selectionnee. 

Pour ce faire, on peut coupler un haptene (par exemple le TNP (Trinitrophenyl)) 
ou antigene tel qu'un oligosaccharide, un lipide ou un peptide a la molecule identifiee. 
Des souris sont ensuite injectees par voie intra pcritoneale ou sous-cutanee selon des 
30 protocoles connus de Phomme de metier. La production d'Ac anti-haptene, - 
oligosaccharide, -lipide ou -peptide est analysee par ELISA. 
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On pourra egalement evaluer la capacite de ladite molecule selectionnee a 
generer et/ou a augmenter la reponse immune de type CTL par mesure de I'activite 
cytotoxique de cellules effectrices de type lymphocyte generees apres immunisation 
avec ladite molecule selectionnee, la mesure du pourcentage de lyse de cellules co- 
5 incubees avec lesdites cellules effectrices etant par exemple evaluee par le taux de 
relargage de 51 Cr comme decrit par exemple, mais sans s'y limiter, dans la demande de 
brevet WO 00/48628 ou WO 00/48629 aux exemples 4 et 5. 

Dans un mode de realisation prefere, P invention conceme un procede 
d ! identification selon Pinvention, caracterise pour Pidentification de nouvelles HSP, de 
1 0 nouvelles Omp ou leurs analogues. 

Par analogue d'HSP ou d'OmpA (« Outer Membrane Proteine de type A »), on 
entend designer ici des composes capables d'exercer au moins Tune des fonctions 
d'adjuvant de Pimmunite, et/ou de proteine porteuse favorisant une reponse immune 
efficace contre des peptides ou des oligosaccharides, notamment en absence d'adjuvant, 
15 notamment une reponse de type CTL, telle que decrite ci-avant dans le paragraphe 
concernant les HSP ou les OmpA. 

Dans un mode de realisation prefere, 1' invention concerne un procede 
d'identification selon Pinvention, pour : 

- Identification en particulier de nouveaux adjuvants de Pimmunite ; et/ou 

20 - Pidentification de molecule capable de cibler un compose tel qu'une substance 

a activite biologique, notamment un antigene ou haptene, qui lui est associe, de 
preference par couplage covalent ou par affinite, vers une cellule exprimant ledit 
recepteur scavenger et dont Pactivite cellulaire est mediee pat un recepteur Toll 
apparentee, ledit compose associe a la molecule etant de preference internalisee dans la 

25 cellule ciblee ; et/ou 

- Pidentification de molecule destinee a moduler Pactivite biologique de 
compose (ou substance) qui lui est associe par Pintermediaire des cellules exprimant 
ledit recepteur scavenger et dont Pactivite cellulaire est mediee pat un recepteur Toll 
apparentee, notamment les cellules presentatrices d'antigene comme les cellules 

30 dendritiques immatures ; et/ou 

- Pidentification de molecule destinee a generer ou accroitre une reponse 
immunitaire contre un antigene ou haptene qui lui est associe ; et/ou 
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- T identification de molecule destinee a generer ou accroitre une reponse 
immunitaire de type T cytotoxique ; et/ou 

- Identification de molecule destinee a generer ou accroitre une reponse 
immunitaire contre un agent infectieux ou une cellule tumorale. 

5 Un objet de l'invention concerne egalement de nouvelles molecules susceptibles 

d'etre obtenues par la mise en oeuvre de la methode selon l'invention, telle que decrite 
ci-dessus. Ces nouvelles molecules susceptibles d'etre obtenues par la mise en ceuvre de 
la methode selon 1'invention n'englobent pas les ligands connus a ce jour qui seraient 
susceptibles de se Her aux recepteurs scavenger et signalees via un recepteur Toll tels 

1 0 que les HSP, les lipoproteines telles que les OspA, POmpA de Klebsiella pneumoniae et 
le pEA (pseudomonas Exotoxin A). 

Ainsi, la methode selon l'invention pourra notamment etre utilisee pour identifier 
de nouvelles HSP ou de nouvelles Omp. 

Ces nouvelles molecules ainsi identifies pourront etre utilisees de la meme 

15 fa<?on que les HSP ou les Omp, notamment 1'OmpA de Klebsiella pneumoniae 
denomme P40 dont Tutilisation comme proteine adjuvante et/ou porteuse pour induire 
ou augmenter la reponse immune de type humoral ou CTL a ete decrite en particulier 
dans de nombreux brevets et ainsi bien connue de l'homme de Tart, et de fa?on tout a 
fait particuliere lorsque ladite P40 est associee a un antigene tumoral ou issu d'un agent 

20 infectieux. 

L'invention a encore pour objet une composition pharmaceutique caracterisee en 
ce qu'elle comprend dans un milieu pharmaceutiquement acceptable au moins une 
molecule se liant aux recepteurs scavenger et signalee via un recepteur Toll, et 
preferentiellement au moins une nouvelle molecule susceptible d'etre obtenue par la 
25 mise en oeuvre de la methode selon l'invention. 

De preference, ces molecules utilisees dans une composition pharmaceutique 
sont differentes des HSP, des lipoproteines telles que les OspA, de POmpA de 
Klebsiella pneumoniae et du pEA. 

L'invention a egalement pour objet la composition selon Pinvention, 
30 caracterisee en ce que ladite composition pharmaceutique comprend en outre, un 
antigene, immunogene ou haptene. 
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Par « immunogene, antigene ou haptene», on entend notamment designer tout 
compose exprime par un agent infectieux, tel un virus, une bacterie, une levure, un 
champignon ou un parasite, par une cellule tumoraie, ou un de leurs analogues 
structuraux, qui seul ou en association avec un adjuvant ou porteur est capable d'induire 
une reponse immunitaire specifique dudit agent infectieux ou de ladite cellule tumoraie. 

On entend egalement designer par "immunogene, antigene ou haptene" dans la 
presente description un compose presentant une analogie structurale avec ledit antigene 
ou haptene capable d'induire une reponse immunologique dirigee contre ledit antigene 
ou haptene dans un organisme prealablement immunise avec ledit compose analogue. 

Ledit antigene ou haptene peut notamment etre choisi parmi les proteines, les 
glycopeptides, les lipopeptides, les polysaccharides, les oligosaccharides, les acides 
nucleiques et les lipides. 

Dans une forme de realisation de Pinvention, ledit antigene, immunogene ou 
haptene derive d'un virus, d'une bacterie, d ! un parasite ou d'un champignon. 

Dans un mode de realisation prefere de Tinvention, ledit antigene, immunogene 
ou haptene comprend au moins un peptide derive de micro-organisme responsable de 
pathologies des voies aeriennes choisi parmi le VRS, le para influenza virus (PIV), 
l'influenza virus, les hantavirus, les streptocoques, les pneumocoques, haemophilus 
influenza type b, les rhinovirus, les coronovirus et les m£ningocoques. 

L'antigene, immunogene ou haptene peut etre associe ou specifique d'une cellule 
tumoraie. 

Parmi les cancers dont les tumeurs expriment un antigene tumoral associe 
pouvant etre prevenus ou traites par les utilisations selon la presente invention, on peut 
citer en particulier, mais sans s'y Iimiter : 

* le cancer du sein, du poumon, du colon, et le carcinome gastrique 
(Kawashima et al„ Cancer Res., 59:431-5, 1999) ; 

* le mesotheliome, Tosteosarcome, les cancers du cerveau (Xie et al., J. Natl. 
Cancer. Inst., 91 : 169-75, 1999) ; 

* le melanome (Zheuten et al., Bratilsl. Lek. Listy, 99:426-34, 1998) ; 

* l'adenome cystique du pancreas (Hammel et al., Eur. J. gastroenterol. 
Hepatol., 10:345-8, 1998) ; 

* le cancer colorectal (Ogura et al., Anticancer Res., 18:3669-75, 1998) ; 
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* le carcinome des cellules renales (Jantzer et al., Cancer Res., 58:3078-86, 
1998); et 

* le cancer de l'ovaire et du cervix (Sonoda et al., Cancer., 77:1501-9,1 996). 
Les compositions selon l'invention peuvent contenir en outre un adjuvant. Ce 

5 dernier peut notamment etre choisi parmi le MPL-A, le Quil-A, l'ISCOM, le Dimethyl 
Dioctadecyl Ammonium sous forme de bromure (DDAB) ou de chlorure (DDAC), les 
CpG, la Leif, la CT (Toxoide du cholera), la LT (Heat Labil Toxine) et les versions 

detoxifiees de la CT ou la LT. 

Dans un mode de realisation prefere de l'invention, la composition 
10 pharmaceutique selon l'invention ne contient pas d'adjuvant autre que la molecule se 
liant aux recepteurs scavengers et signalee via un recepteur Toll, et notamment aucun 
autre adjuvant permettant d'induire ou d'augmenter l'immunogenicite ou une reponse 
CTL. 

Au sens de la presente invention, le milieu pharmaceutiquement acceptable est le 
15 milieu dans lequel les composes de l'invention sont administres, preferentiellement un 
milieu injectable chez l'homme. II peut etre constitue d'eau, d'une solution aqueuse 
saline ou d'une solution aqueuse a base de dextrose et/ou de glycerol. 

L'invention comprend egalement une composition selon l'invention, caracterisee 
en ce que ladite composition pharmaceutique est vehiculee sous une forme permettant 
20 d'ameliorer sa stabilite et/ou son immunogenicite ; ainsi, elle peut etre vehiculee sous 
forme de liposomes, virosomes, nanospheres, microspheres ou microcapsules. 

L'utilisation d'une molecule se liant aux recepteurs scavengers et signalee via un 
recepteur Toll, et preferentiellement d'une nouvelle molecule susceptible d'etre obtenue 
par la mise en oeuvre de la methode selon l'invention comme porteur et/ou adjuvant dans 
25 un vaccin constitue un autre objet de l'invention. 

De preference, ces molecules utilisees comme porteur et/ou adjuvant dans un 
vaccin sont differentes des HSP, des lipoproteines telles que les OspA, de 1'OmpA de 
Klebsiella pneumoniae et du pEA. 

L'invention concerne encore l'utilisation d'une molecule se liant aux recepteurs 
30 scavengers et signalee via un recepteur Toll, et preferentiellement d'une nouvelle 
molecule susceptible d'etre obtenue par la mise en ceuvre de la methode selon 
l'invention, pour la preparation d'un vaccin destine au traitement prophylactique ou 
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therapeutique des infections virales, bacteriennes, parasitaires ou fongiques ou pour la 
preparation d'un vaccin destine au traitement prophylactique ou therapeutique des 
cancers. 

De preference, ces molecules utilisees pour la preparation d'un vaccin destine au 
5 traitement prophylactique ou therapeutique des infections virales, bacteriennes, 
parasitaires ou fongiques ou pour la preparation d'un vaccin destine au traitement 
prophylactique ou therapeutique des cancers sont differentes des HSP, des lipoproteines 
telles que les OspA, de POmpA de Klebsiella pneumoniae et du pEA. 

L'invention a encore pour objet l'utilisation d'une molecule se liant aux 
10 recepteurs scavengers et signalee via un recepteur Toll, et preferentiellement d'une 
nouvelle molecule susceptible d'etre obtenue par la mise en oeuvre de la methode selon 
l'invention, pour la preparation d'une composition pharmaceutique destinee a generer ou 
accroitre une reponse immunitaire contre un agent infectieux ou une cellule tumorale. 

De preference, ces molecules utilisees pour la preparation d'une composition 
15 pharmaceutique destinee a generer ou accroitre une reponse immunitaire contre un 
agent infectieux ou une cellule tumorale sont differentes des HSP, des lipoproteines 
telles que les OspA, de 1'OmpA de Klebsiella pneumoniae et du pEA. 

La presente invention est aussi relative a l'utilisation d'une molecule se liant aux 
recepteurs scavengers et signalee via un recepteur Toll, et preferentiellement d'une 
20 nouvelle molecule susceptible d'etre obtenue par la mise en ceuvre de la methode selon 
l'invention, pour la preparation d'une composition pharmaceutique destinee a generer ou 
a accroitre une reponse T cytotoxique contre un agent infectieux ou une cellule 
tumorale. On pourra utiliser de telles compositions en therapies ex vivo ou in vivo. 

De preference, ces molecules utilisees pour la preparation d'une composition 
25 pharmaceutique destinee a generer ou a accroitre une reponse T cytotoxique contre un 
agent infectieux ou une cellule tumorale sont differentes des HSP, des lipoproteines 
telles que les OspA, de l'OmpA de Klebsiella pneumoniae et du pEA. 

L'invention concerne encore Putilisation d'une molecule se liant aux recepteurs 
scavengers et signalee via un recepteur Toll, et preferentiellement d'une nouvelle 
30 molecule susceptible d'etre obtenue par la mise en ceuvre de la methode selon 
l'invention, pour le ciblage specifique d'une substance biologiquement active qui lui est 
associee vers les cellules presentatrices d'antigenes. 
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De preference, ces molecules utilisees pour la preparation d'une composition 
pharmaceutique destinee a generer ou a accroitre une reponse T cytotoxique contre un 
agent infectieux ou une cellule tumorale sont differentes des HSP, des lipoproteines 
telles que les OspA (« Outer Surface Protein »), de 1'OmpA de Klebsiella pneumoniae 
5 et du pEA. 

Dans l'utilisation selon l'invention, la nouvelle molecule peut se fixer 
specifiquement sur les cellules presentatrices d'antigenes et/ou etre internalisee dans 
lesdites cellules. 

Par cellules presentatrices d'antigenes ou APC, on entendra designer dans la 
10 presente invention, les APC professionnelles formant partie integrante du systeme 
immunitaire telles que les cellules dendritiques, les macrophages, les lymphocytes B ou 
les monocytes. De preference, l'invention concerne l'utilisation pour le ciblage vers les 

cellules dendritiques. 

Par substance biologiquement active, on entend designer tout compose capable 
15 d'exercer une activite therapeutique et dont l'activite peut etre modulee par 
l'intermediaire des cellules APC. Comme exemple de telles substances biologiquement 
actives, on peut citer sans s'y limiter les composes immunogenes tels que des antigenes 
ou haptenes de nature proteique, poly ou oligosaccharidique, glycoproteique ou 
lipoproteique. 

20 Par substance biologiquement active, on entend encore designer tout compose 

capable de modifier l'activite fonctionnelle des cellules APC, en particulier leur 
croissance, leur differentiation ou leur systeme d'expression. On peut citer comme 
exemple de tels composes, sans s'y limiter, les facteurs de croissance cellulaire dont les 
cytokines (IL-4, 1L-3, GM-CS F, TN F-alpha). 

25 Ainsi, la substance biologiquement active peut etre choisie parmi les proteines 

ou les peptides, les lipopeptides, les poly- ou oligosaccharides, les acides nucleiques, les 
lipides et, de maniere generate, parmi l'ensemble des substances chimiques. 

Enfin, la presente invention a pour objet l'ensemble des utilisations selon la 
presente invention caracterisees en ce que ladite molecule capable de se lier aux 

30 recepteurs scavengers et/ou signalee via un recepteur Toll, et, le cas echeant, capable 
d'etre internalisee apres ladite fixation dans une cellule presentatricc d'antigene, est 
identifiee par un procede en une ou deux etapes selon la presente invention. 
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Les legendes des figures et exemples qui suivent sont destines a illustrer 
l'invention sans aucunement cn limiter la portee. 

Legende des figures : 

5 La figure 1 correspond au profil obtenu par analyse au FACSavantage 

cytofluorometre et demontre que des cellules CHO transferees avec MARCO lient P40 
de fa?on plus importante que des cellules transferees avec CD83 utilisees comme 
controle negatif ou des cellules CHO non transferees. 

La figure 2 correspond a la quantification en IL-8 de cellules 293 et demontre la 
10 capacite des cellules 293 lorsqu'elles sont transferees par Tlr2 ou Tlr4 a repondre aux 
OmpA. 

Exemple 1 : Les Omp se lient a un recepteur scavanger 
A. Generation des transfectants MARCO : 

15 L'ADNc codant pour le recepteur scavenger MARCO (sequence identifi£e dans 

la banque de donnees GenBank sous le Numero d'accession A.N. NM006770, SEQ ID 
No. 1 de la liste des sequences ci-apres) a ete clone dans un vecteur depression 
pEBS/PL contenant une sequence codant pour une proteine C accolee a la sequence 
inseree. Des cellules CHO (ATCC, Manassas, VA) ont ete transferees en utilisant la 

20 technique Effecten (Qiagen, Courtaboeuf, France) et cultivees dans un milieu DMEM 
supplements avec 10 % de FCS et selectionnees a l'aide de Thygromycine 
(commercialises par Life Technologies). Apres cette etape de clonage, les cellules 
exprimant MARCO ont ete selectionnees en se basant sur Texpression de la proteine C 
utilisee comme marqueur, determinee par Western blotting. Les cellules ont ete lysees 

25 dans 10 mM de tampon phosphate pH 7.4 contenant 0,5 % de Nonidet P40 (Sigma) et 
des inhibiteurs de proteases (Boehringer Mannheim). Les proteines de 5xl0 6 cellules 
ont ete separees par electrophorese sur un gel a 10 % de polyacrylamide gel dans des 
conditions non reductrices, puis transferees sur une membrane de nitrocellulose 
(commercialisee par Biorad, Ivry sur Seine, France). Apres saturation, les membranes 

30 ont ete incubees en presence d'anticorps monoclonaux anti-proteine C (Roche 
Diagnostics, Meylan, France). Apres lavage, les membranes ont ete incubees avec des 
anticorps anti-immunoglobuline de souris marques a la peroxydase (Dako, Glostrup, 
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Denmark) ; les anticorps fixes ont ete detectes en utilisant le systeme ECL (Amersham 
Pharmacia Biotech, Uppsala, Sweden). 

B. Etude de la fixation de P40 au FACS : 

Les macrophages ainsi generes sont incubes dans du tampon FACS (RPMI 
5 contenant 0,1 % de serum albumine bovine) a 2 x 10 5 cellules par puits de 96 fonds 
pointus pendant 20 minutes en presence de differentes concentrations de P40 marque 

488 

avec de PAlexa 488 ou avec de la glycophorine A marquee par de PAlexa . Le 
marquage a PAlexa 488 est realise comme decrit par le comme^ant (Molecular Probes). 
Les cellules sont alors lavees en tampon FACS et analysees en utilisant un 
10 FACSvantage cytofluorometre. 

C. Resultats : 

Les resultats decrits dans la figure 1 montrent que des cellules CHO transferees 
avec MARCO lient P40 de fa?on plus importante que des cellules transferees avec 
CD83 utilisees comme controle negatif ou des cellules CHO non transferees. 
15 Exemple 2 : Les Omp sont internalises par un recepteur scavanger 

L'internalisation de P40 a ete etudiee par microscopie confocale. Les 
macrophages humains sont incubes dans du tampon FACS (RPMI contenant 0, 1 % de 
serum albumine bovine) a 2 x 10 5 cellules par puits de 96 fonds pointus pendant 20 

488 

minutes en presence de 0.5 mM P40 marque avec de l'Alexa , laves puis incubes ou 
20 non a 37°C. Les macrophages sont finalement cytospines et observes avec un 
microscope confocal en utilisant un microscope inverse LSM510 commercialise par 
Zeiss muni d'un objectif apochromat plan 63 X. Dans certaines experiences, 150 mM de 
dimethyl amiloride (DMA) ont ete ajoutes 10 minutes avant ajout de P40 ainsi que dans 
le tampon FACS utilise. La fluorescence de Palexa 488 a ete mesuree avec un filtre 530- 
25 30 nm apres excitation avec un laser a ion argon a 488 nm. 

Exemple 3 : Les Omp stimulcnt les cellules via un recepteur Toll 
A. Generation des transfectants Tlr 

L'ADNc de Tlr 2, Tlr 4 et CD 14 (sequences respectivement identifies dans la 
banque de donnees GenBank sous les numeros d'accession A.N. U88878, U88880 et 
30 M86511, et dont leur sequence nucleique est respectivement representee par les 
sequences SEQ ID No. 5, No. 7 et No. 9 dans la liste des sequences ci-apres) a ete clone 
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dans le vecteur pCDNA3.I (Invitrogen, Groningen, Hollande), par la suite utilise pour 
transfecter des cellules 293 (ATCC) par lipofection tel que decrit ci-dessus. 

B. Stimulation of Tlr- trans fected cells 

48 h apres la transfection, les cellules ont ete lavees et cultivees dans du milieu 
5 sans FCS, RPMI 1640 pendant 12 h. Apres remplacement du milieu, les cellules ont ete 
. soit non stimulees, soit stimulees pendant 6 h avec 0.5 mM d'OmpA, 0.5 mM de BB ou 
100 pg ml-1 de LPS. L'IL-8 a ensuite ete quantifiee par ELISA (R&D Systems) dans le 
surnageant obtenu apres les 6 h. 

C. Resultats 

10 Comme decrit dans la figure 2, les cellules 293 lorsqu'elles sont transferees par 

Tlr 2 acquierent la capacite de repondre aux OmpA. L'effet des OmpA ne requiert pas 
la presence de CD 14 comme c'est parfois le cas pour des lipoproteines ou le LPS qui 
activent egalement les cellules via Tlr 4. 
Exemple 4 : Les HSP se lient a un recepteur scavanger 

1 5 A. Generation des CD 

Generation in vitro de cellules dendritiques humaines immatures. 
Les cellules dendritiques humaines sont generees a partir de monocytes isoles du 
sang peripherique. Le sang est preleve par leucopherese en presence d'anticoagulant 
comme par exemple Theparinate de lithium. Les cellules mononucleees (CMN) sont 

20 isolees de sujets sains par centrifugation sur un gradient de Ficoll-Hypaque 
(densite= 1,077) (Amersham Pharmacia Biotech, Uppsala, Suede). Les cellules du sang 
sont centrifugees a 1500 rpm pendant 30 minutes a temperature ambiante. Les CMN, 
local isees a Tinterface Ficoll-plasma, sont recuperees et lavees deux fois en presence de 
milieu RPMI 1640 (Life technologies, Cergy Pontoise, France). Les monocytes sont 

25 purifies par selection positive en utilisant un separateur magnetique de cellules 
(MACS™ ; Miltenyi Biotex, Bergisch Gladbach, Allemagne) en accord avec les 
instructions du fabriquant. Les CMN sont incubees pendant 20 minutes a 4°C avec des 
billes magnetiques sur lesquelles sont fixees un anticorps monoclonal anti-CD 14 
humain. Apres lavage, la suspension cellulaire plus billes est deposee sur une colonne et 
f 30 soumise a un champ magnetique. Apres trois lavages, la colonne n'est plus soumise au 

champ magnetique et les monocytes sont collectes par gravitation. La purete des 
monocytes est evaluee par cytofiuorometrie (cytottuorometre FACScan ; Becton 
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Dickinson, Erembodegem, Belgique) sur la base des parametres taille-granulosite des 
cellules. La purete est superieure a 98 %. Les monocytes sont ensuite mis en culture a la 
concentration de 5xl0 6 cellules/ml dans le milieu suivant (denomme par la suite milieu 
de culture complet) : milieu RPM1 1640 supplements de 10 % de serum de veau foetal 
5 (chauffage a 56°C pendant 30 minutes), 2 mM de L-glutamine, 50 U/ml de penicilline 
et 50 ug/ml de streptomycine (Life technologies) dans des plaques de culture 6 puits 
(Nunc, Roskilde, Danemark) a raison de 5 ml de milieu par puits. Les cellules sont 
activees avec 20 ng/ml d'IL-4 humaine recombinante et 20 ng/ml de GM-CSF humaine 
recombinante (R&D Systems, Abingdon, Royaume Uni). Apres 6 jours de culture 

10 (37°C, 5 % C02 en atmosphere humide), le phenotype des cellules est defini par 
cytofluorometrie. 

B. Analyse par FACS 

Les cellules sont lavees dans du tampon FACS puis reparties dans des puits 
d'une plaque de culture 96 puits a fond conique a raison de 2xl0 5 cellules dans un 

15 volume de 50 ml de tampon FACS. Puis les cellules sont incubees 10 min dans du 
tampon FACS en absence ou en presence de 100 mg/ml de serum albumine bovine 
(SAB) ou de SAB maleyle. Apres 10 min 10 mg/ml de HSP70 marque a la biotine sont 
ajoutes. Apres 20 min a 4°C, les cellules sont lavees et incubees avec de Pavidine 
marquee FITC. 

20 C. Resultats 

La SAB maleyle inhibe la fixation des HSP70 aux DC alors que la SAB non 
maleyle n'a aucun effet. Cela indique que les HSP se lient a un recepteur scavanger. 
Exemple 5 : Methode d'identification de nouvelles molecules en deux etapes 

La methodologie decrite ci-dessous permet Pidentification en deux etapes de 

25 molecules se liant a un SR et signalant via une molecule Tlr : 

- la premiere etape est une selection des molecules ciblant un SR, 

- la deuxieme etape selectionne parmi ces molecules celles signalant via une 
molecule Tlr. 

Dans P exemple, nous presenterons une methode d'identification de molecules 
30 d'origine bacterienne a Paide d'une banque d'expression. Cette methodologie est 
applicable a Pidentification de molecules exprimees par n'importe quel organisme 
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multicellulaire en utilisant des banques cT expression procaryotiques ou eucaryotiques et 
contenant soit des ADNc, soit de PADN genomique. 

Generation de clones stables exprimant des SR. 

Les ADNc codant pour les SR identifies jusqu'a maintenant sont integres dans 
5 un vecteur d'expression eucaryotique en aval d'une sequence codant pour un peptide 
signal (permettant de produire des molecules recombinantes solubles). Les cellules 
CHO sont transferees par lipofection puis mises en culture avec un agent de selection, 
comme par exemple Phygromycine. La selection de clones exprimant le transgene 
pourra se faire de differentes manieres en fonction des sondes disponibles : 
10 - utilisation d'un anticorps monoclonal, couple ou non a une molecule 

fluorescente, 

- utilisation de Dil-Ac-LDL fluorescent [une molecule etant definie comme un 
SR lorsqu'elle fixe les LDL modifies comme les LDL oxydes ou les LDL acetyles, 
respectivement Ox-LDL et Ac-LDL], 

1 5 - selection de transfectants exprimant de maniere contemporaine le SR et une 

molecule comme PEGFP (Enhanced Green Fluorescent Protein). Dans ce cas, 
P expression des deux molecules recombinantes (EGFP et SR) est sous le controle d'un 
meme promoteur ; les ADNc sont separes par une sequence IRES qui permet la 
synthese de deux proteines a partir d'un seul ARNm. Dans ce cas, toute cellule 

20 exprimant la EGFP exprime de maniere contemporaine le SR. 

Les clones exprimant le plus fortement le SR recombinant seront selectionnes 
par cytofluorometrie (utilisation d'un trieur de cellules), par exemple. Les transfectants 
seront maintenus en culture en presence de Pagent de selection. 
Creation de la banque d'expression. 

25 L'ADN genomique bacterien est casse mecaniquement afin d'obtenir des 

fragments d'une taille d'environ 1 kb. Les fragments d'ADN sont ensuite integres dans 
un vecteur d'expression presentant un double promoteur procaryote/eucaryote. Ce 
plasmide presente au moins les caracteristiques suivantes : une sequence codant pour un 
peptide signal en amont de PADN exogene et une sequence codant pour un Tag en aval 

30 de PADN exogene. Le Tag sera choisi sur la base de Pexistence d'anticorps 
monoclonaux diriges contre cette sequence Tag. 
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Apres transformation avec les plasmides contenant les fragments cTADN 
genomique, les bacteries contenant un ADN plasmidique sont selectionnees (utilisation 
d'une resistance a un antibiotique exprimee par le plasmide) puis donees. Les cellules 
eucaryotes (comme par exemple les cellules CHO ou HEK-293) seront transferees par 
5 electroporation ou lipofection avec 10 plasmides (n=10). 24 heures apres la transfection, 
le milieu de culture est change et les cellules sont maintenues en culture dans un milieu 
sans FCS ni acides gras. Les surnageants sont ensuite collectes apres 48 h de culture et 
concentres. La production de proteines recombinantes solubles pourra etre evaluee 
aisement par Dot-blotting. 

1 0 Identification des clones produisant une molecule se fixant a un SR. 

Les surnageants de culture contenant les molecules recombinantes solubles sont 
incubes avec les differents clones stables exprimant les SR. Apres lavage, les cellules 
sont incubees avec un anticorps fluorescent dirige contre la sequence Tag choisie. La 
fluorescence sera ensuite analysee par cytofluorometrie. Apres identification des 

15 groupes produisant une molecule soluble dirigee contre un SR, chacun des plasmides 
contenus dans le groupe de 10 clones sera analyse individuellement afin d'identifier 
celui produisant la molecule d'interet. La specificite de fixation au SR sera evaluee 
contre tous les autres SR. La nature de la proteine sera ensuite determinee par 
sequen9age du fragment d' ADN genomique. 

20 Production de la molecule recombinante. 

Dans le cas ou la sequence presente dans le plasmide code pour la proteine 
entiere, nous analyserons directement quelle molecule Tlr est impliquee dans la 
signalisation. Si ce n'est pas le cas, le gene sera clone en entier (determination du cadre 
de lecture complet). Geci pourra se faire de differentes manieres : 

25 - si la sequence issue de la souche choisie est connue dans la litterature, la 

sequence complete sera amplifiee par PCR a Taide de sondes oligonucleotidiques 
specifiques, 

- si la sequence issue de la souche choisie n'est pas connue mais homologue a un 
gene deja identifie dans une autre souche, la sequence complete sera amplifiee par PCR 

30 a Paide de sondes oligonucleotidiques degenerees, 

- si la sequence n'est pas connue dans les banques de donnees publiques, la 
sequence complete sera idcntifiee par sequengage de l'ADN genomique. 
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La sequence complete sera inseree dans un vecteur d'expression procaryotique 
en aval d'une sequence codant un Tag contre lequel des anticorps monoclonaux sont 
disponibles. Apres selection d'un clone produisant de maniere elevee la proteine, la 
proteine sera produite selon des techniques connues d'homme de metier et purifiee par 
immunoprecipitation a l'aide d'un anticorps anti-Tag immobilise sur une resine. La 
capacite de la molecule recombinante purifiee a se fixer au SR sera reevaluee par 
cytofluorometrie comme decrit ci-dessus. 

Identification de la molecule Tlr associee a la signalisation via le SR. 

Les ADNc codant pour les molecules Tlr 1 a Tlr 6 humaines seront clones par 
PCR et inseres dans un vecteur d'expression contenant une sequence codant pour une 
sequence Tag, en l'occurrence la sequence FLAG™ (Sigma, St Louis, MO) de telle 
maniere que la sequence FLAG soit exprimee a l'extremite du domaine extracellulaire. 
Les transfectants stables exprimant le SR d'interet seront transfectes avec chacun des 
plasmides codant pour les Tlr. L'expression du Tlr sera evaluee par cytofluorometrie en 
utilisant en anticorps anti-FLAG. Les transfectants seront ensuite mis en culture en 
presence de la molecule recombinante d'interet. L'activation des cellules transferees 
sera evaluee par la neosynthese de mediateurs solubles aisement quantifiables par 
EL1SA, comme par exemple l'interleukine-8 ou le TNFalpha. 
Exemple 6 : Methode en une etape 

Dans ce cas, la selection des molecules d'interet se fait sur des transfectants 
exprimant conjointement un SR et une molecule Tlr. Les banques d'ADNc ou d'ADN 
genomique ainsi que la production des proteines recombinantes solubles ont ete d6crites 
ci-dessus. 

Deux approches sont possibles pour generer les transfectants exprimant de 
maniere contemporaine un SR et une molecule Tlr : 

- les cellules sont transferees par electroporation ou lipofection avec deux 
vecteurs, Tun codant pour le SR et l'autre pour la molecule SR ; dans ce cas, on choisira 
deux plasmides chacun codant pour une proteine de resistance a une drogue differente, 

- les cellules sont transfectees par electroporation ou lipofection avec un vecteur 
contenant les deux sequences d'interet separees par une sequence IRES (voir ci-dessus 
les proprietes dc cette sequence). Dans ce cas, il faut doner les SR en association avec 
chacune des sequences Tlr connues. 
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Dans les deux cas, la molecule Tlr exprime une sequence Tag FLAG a 
l'extremite de son domaine extracellulaire. La selection des clones exprimant 
conjointement le SR. et la molecule Tlr se fera par cytofluorometrie comme decrit ci- 
dessus en utilisant un anticorps monoclonal anti-FLAG™ (couple a une molecule 

5 fluorescente) pour l'expression du SR et de la molecule fluorescente Dil-Ac-LDL pour 
l'expression de la molecule Tlr. Apres transfection, les cellules sont cultivees en 
presence du ou des agents de selection. 

Les clones cellulaires sont ensuite utilises dans les tests de screening comme 
decrit precedemment. Dans ce cas, le parametre unique mesure sera l'activation des 

10 cellules par les proteines recombinantes solubles (en mesurant par exemple la 
production d'IL-8 ou deTNFalpha par les transfectants). 
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REVENDICATIONS 

1. Procede d'identification de nouvelles molecules d'interet therapeutique, 
caracterise en ce qu'on selectionne les molecules qui se lient aux recepteurs scavengers 

5 et qui sont signalees via un recepteur Toll. 

2. Procede d'identification selon la revendication I, caracterise en ce qu'il 
comprend les deux etapes distinctes suivantes : 

a) la selection des molecules qui se lient aux recepteurs scavengers ; et 

b) la selection, parmi les molecules selectionnees a Petape a), des molecules qui 
10 foumissent un signal d'activation via un recepteur Toll. 

3. Procede d'identification selon la revendication 2, caracterise en ce que 
Petape a) comprend les etapes suivantes : 

1) la mise en contact d'une molecule, ou d'un melange de molecules, connue ou 
inconnue a tester avec un recepteur scavenger, dans un milieu permettant la fixation 

15 eventuelle d'une molecule testee avec ledit recepteur scavenger ; 

2) la mise en evidence de la fixation ou non de ladite molecule testee avec ledit 
recepteur scavenger ; et 

3) la selection de cette molecule si sa fixation avec ledit recepteur scavenger a 
ete mise en evidence a Petape 2). 

20 4. Procede selon Pune des revendications 2 et 3, caracterise en ce que la 

selection des molecules capables de se lier au recepteur scavenger est realisee par une 
methode choisie parmi les methodes suivantes : 

- une chromatographic d'affinite ; 

- une identification par FACS des molecules se liant a des cellules transferees 
25 par un recepteur scavenger ; 

- une technique de type BIACORE ; ou 

- un clonage par expression a partir d'une sonde portant un recepteur scavenger. 

5. Procede selon Tune quelconque des revendications 1 a 4, caracterise en 
ce que ledit recepteur scavenger est choisi parmi les SR-Al, SR-BI, SR-CI, Marco, 

i 30 LOX, notamment LOX- 1 , CD36, de preference d'origine humaine. 

6. Procede selon Tune quelconque des revendications 1 a 5, caracterise en 
cc que ledit recepteur scavenger est choisi parmi : 



WO 02/35236 



PCT/FR01/03352 



32 



- les recepteurs scavengers Marco ; 

- le recepteur Marco dont la sequence de l'ADNc codant pour ce recepteur est la 
sequence SEQ ID No. 1 ; 

- leur fragment comprenant le site de fixation de ces recepteurs ; ou 

5 - les recepteurs dont la sequence peptidique ou nucleique presente au moins un 

pourcentage d'identite d'au moins 80 % avec ces recepteurs Marco ou leurs sequences 
d'ADNc. 

7. Procede selon Tune quelconque des revendications 2 a 6, caracterise en 
ce que la deuxieme etape b) du procede d'identification selon l'invention comprend une 

10 etape d'identification du recepteur Toll -associe a la signalisation cellulaire 
consecutivement a l'etape a). 

8. Procede selon Tune quelconque des revendications 2 a 6, caracterise en 
ce que la deuxieme etape b) du procede d'identification comprend les etapes suivantes : 

A) la mise en contact de ladite molecule selectionnee a ladite premiere etape a) 
1 5 avec une cellule exprimant ledit recepteur Toll ; 

B) la mesure d'un marqueur significatif d'une activation cellulaire, de 
preference mediee par ledit recepteur Toll ; 

C) la selection de ladite molecule, si ladite mesure a l'etape B) met en evidence 
la generation ou 1'augmentation de ladite activite cellulaire mesuree, de preference par 

20 rapport a un controle temoin. 

9. Procede selon Tune quelconque des revendications 2 a 8, caracterise en 
ce que ladite cellule exprimant ledit recepteur Toll a l'etape A) est une cellule hote 
transfectee avec un acide nucleique codant pour ledit recepteur Toll. 

10. Procede selon la revendication 9, caracterise en ce que ladite cellule 
25 exprimant ledit recepteur Toll a l'etape A) est une cellule hote transfectee en outre avec 

un acide nucleique codant pour un recepteur scavenger, de preference ledit recepteur 
scavenger utilise a l'etape a). 

1 1. Procede selon Tune des revendications 8 a 10, caracterise en ce que ledit 
marqueur utilise a l'etape B) est choisi parmi : 

30 - la mesure de la production d'une ou de plusieurs cytokines par ladite cellule 

utilisee a Tetape A) ; 
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- la mesure de la modulation de 1'expression de molecules de surface par ladite 
cellule utilisee a l'etape A) ; 

- la mesure de l'activation du facteur de transcription NF-kB par ladite cellule 
utilisee a l'etape A) ; 

5 - la mesure du flux calcique, de preference par une technique fluorometrique. 

12. Procede selon Tune des revendications 8 a 1 1, caracterise en ce que ledit 
marqueur utilise a l'etape B) est la mesure de la production d'une ou plusieurs cytokines 
par ladite cellule utilisee a l'etape A). 

13. Procede selon Tune quelconque des revendications 1 a 12, caracterise en 
10 ce que ledit recepteur Toll est choisi parmi les recepteurs Toll Tlr 1, 2, 3, 4, 5 et 6, de 

preference d'origine humaine. 

14. Procede selon Tune quelconque des revendications 1 a 13, caracterise en 
ce que ledit recepteur Toll est choisi parmi : 

- les recepteurs Toll Tlr 1 et Tlr 4 ; 

15 - le recepteur Toll Tlr 1 dont la sequence de l'ADNc codant pour ce recepteur 

est la sequence SEQ ID No. 5 ; 

- le recepteur Toll Tlr 4 dont la sequence de PADNc codant pour ce recepteur 
est la sequence SEQ ID No. 7 ; 

- leurs fragments comprenant le domaine responsable de la mediation du signal 
20 d'activation des cellules ; ou 

- les recepteurs dont la sequence peptidique ou nucleique presente au moins un 
pourcentage d'identite d'au moins 80 % avec ces recepteurs Toll Tlr 1 et Tlr 4 ou leurs 
sequences d'ADNc. 

15. Procede d'identification selon la revendication 1, caracterise en ce qu'il 
25 est mis en oeuvre en une etape a). 

16. Procede d'identification selon la revendication 15, caracterise en ce que 
Tunique etape a) met en oeuvre une cellule cotransfectee par un recepteur scavenger et 
un recepteur Toll. 

17. Procede d'identification selon la revendication 16, caracterise en ce que 
30 l'etape a) comprend les etapes suivantes : 

X) la mise en contact d'une molecule, ou d'un melange de molecules, connue ou 
inconnue, a tester avec une cellule hote cotransfectee avec un acide nucleique codant 
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pour un recepteur scavenger et un acide nucleique codant pour un recepteur Toll, dans 
un milieu permettant la Fixation eventuelle de la ou desdites molecules testees avec ledit 
recepteur scavenger et/ou Pactivation cellulaire eventuelle de ladite cellule mediee par 
ledit recepteur Toll ; 

5 Y) la mise en evidence de Pactivation cellulaire de ladite cellule mediee par ledit 

recepteur Toll par la mesure d'au moins un marqueur significatif d'une activation 
cellulaire, de preference mediee par ledit recepteur Toll ; et 

Z) la selection de cette molecule si ladite mesure a Petape Y) met en evidence la 
generation ou Paugmentation de ladite activite cellulaire mesuree, de preference par 
1 0 rapport a un control e temoin. 

18. Procede d'identification selon Pune des revendications 16 et 17, 
caracterise en ce que lesdits recepteurs Toll et scavengers, lesdits marqueurs de mesure 
d'activite cellulaire utilises sont de preference ceux indiques pour le procede en deux 
etapes selon Pune des revendications 2 a 14. 
15 19. Procede d'identification selon Pune des revendications 1 a 18, caracterise 

en ce qu'il comprend en outre une etape d'identification de la structure de la molecule 
selectionnee si celle-ci n'est pas connue. 

20. Procede d'identification selon Tune quelconque des revendications 1 a 
19, utilise pour identifier de nouvelles HSP, de nouvelles Omp ou leurs analogues. 
20 21. Composition pharmaceutique caracterisee en ce qu'elle comprend dans 

un milieu pharmaceutiquement acceptable au moins une molecule se liant aux 
recepteurs scavengers et signalee via un recepteur Toll, ladite molecule etant identifiee 
par un procede selon Tune des revendications 1 a 20. 

22. Composition selon la revendication 2 1 , caracterisee en ce qu f elle contient 
25 en outre un antigene, immunogene ou haptene. 

23. Composition selon la revendication 22, caracterisee en ce que ledit 
antigene, immunogene ou haptene est choisi parmi les proteines, les peptides, les 
glycopeptides, les lipopeptides, les polysaccharides, les oligosaccharides, les acides 
nucleiques et les lipides. 

30 24. Composition selon la revendication 22 ou 23, caracterisee en ce que ledit 

antigene, immunogene ou haptene derive d'un virus, d'une bacterie, d'une levure, d'un 
parasite ou d'un champignon. 
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25. Composition selon la revendication 24, caracterisee en ce que ledit 
antigene, immunogene ou haptene comprend au moins un peptide derive de micro- 
organisme responsable de pathologies des voies aeriennes choisi parmi le VRS, le para 
influenza virus (PIV), I'influenza virus, les hantavirus, les streptocoques, les 
pneumocoques, haemophilus influenza type b, les rhinovirus, les coronovirus et les 
meningocoques. 

26. Composition selon la revendication 22, caracterisee en ce que Tantigene, 
immunogene ou haptene est associe ou specifique d'une cellule tumorale. 

27. Composition selon Tune des revendications 21 a 26, caracterisee en ce 
que ladite composition pharmaceutique ne contient pas d'adjuvant autre que la molecule 
se liant aux recepteurs scavengers et signalee via un recepteur Toll. 

28. Composition selon Tune des revendications 21 a 27, caracterisee en ce 
que ladite composition pharmaceutique est vehiculee sous une forme permettant 
d'ameliorer sa stabilite et/ou son immunogenicite. 

29. Utilisation d'une molecule se liant aux recepteurs scavengers et signalee 
via un recepteur Toll, ladite molecule etant identifiee par un procede selon Tune des 
revendications 1 a 20 comme porteur et/ou adjuvant dans un vaccin. 

30. Utilisation d'une molecule se liant aux recepteurs scavengers et signalee 
via un recepteur Toll pour la preparation d'un vaccin destin6 au traitement 
prophylactique ou therapeutique des infections virales, bacteriennes, parasitaires ou 
fongiques ou pour la preparation d'un vaccin destine au traitement prophylactique ou 
therapeutique des cancers, ladite molecule etant identifiee par un procede selon 1'une des 
revendications 1 a 20. 

31. Utilisation d'une molecule se liant aux recepteurs scavengers et signalee 
via un recepteur Toll pour la preparation d'une composition pharmaceutique destinee a 
generer ou accroitre une reponse immunitaire contre un agent infectieux ou une cellule 
tumorale, ladite molecule etant identifiee par un procede selon Tune des revendications 
la 20. 

32. Utilisation d'une molecule se liant aux recepteurs scavengers et signalee 
via un recepteur Toll pour la preparation d'une composition pharmaceutique destinee a 
generer ou accroitre une reponse T cytotoxique contre un agent infectieux ou une cellule 
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tumorals ladite molecule etant identiflee par un procede selon l'une des revendications 
1 a 20. 

33. Utilisation d'une molecule se liant aux recepteurs scavengers et signalee 
via un recepteur Toll pour la preparation d'une composition pharmaceutique destinee au 

5 ciblage specifique d'une substance biologiquement active qui lui est associee vers les 
cellules presentatrices d'antigenes, ladite molecule etant identifiee par un procede selon 
Tune des revendications 1 a 20. 

34. Utilisation selon la revendication 33, caracterisee en ce que lesdites 
cellules presentatrices d'antigenes sont choisies parmi les cellules dendritiques, les 

10 macrophages, les lymphocytes B ou les monocytes et preferentiellement parmi les 
cellules dendritiques. 

35. Utilisation selon la revendication 33 ou 34, caracterisee en ce que ladite 
substance biologiquement active est un antigene ou haptene ou un facteur de croissance. 

36. Utilisation selon Tune des revendications 33 a 35, caracterisee en ce que 
1 5 ladite substance biologiquement active est choisie parmi les proteines ou les peptides, 

les lipopeptides, les poly- ou oligosaccharides, les acides nucleiques, les lipides et les 
substances chimiques. 

37. Utilisation selon Tune des revendications 33 a 36, caracterisee en ce que 
ladite molecule est capable d'etre internalisee apres sa fixation dans une cellule 

20 presentatrice d'antigene. 
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<130> D19109 

<140> 
<141> 
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<160> 10 



<170> Patentln Ver . 2.1 

<210> 1 

<211> 1712 

<212> ADNc 

<213> Homo sapiens 

<220> 

<221> CDS 

<222> (1) . . (1563) 

<223> Recepteur Marco d T origine humaine. 
<400> 1 

atg aga aat aag aaa att etc aag gag gac gag etc ttg agt gag acc 48 
Met Arg Asn Lys Lys lie Leu Lys Glu Asp Glu Leu Leu Ser Glu Thr 
1 5 10 15 

caa caa get get ttt cac caa att gca atg gag cct ttc gaa ate aat 96 
Gin Gin Ala Ala Phe His Gin He Ala Met Glu Pro Phe Glu He Asn 
20 25 30 

gtt cca aag ccc aag agg aga aat ggg gtg aac ttc tec eta get gtg 144 
Val Pro Lys Pro Lys Arg Arg Asn Gly Val Asn Phe Ser Leu Ala Val 
35 40 45 

gtg gtc ate tac ctg ate ctg etc acc get ggc get ggg ctg ctg gtg 192 
Val Val He Tyr Leu lie Leu Leu Thr Ala Gly Ala Gly Leu Leu Val 
50 55 60 

gtc caa gtt ctg aat ctg cag gcg egg etc egg gtc ctg gag atg tat 240 
Val Gin Val Leu Asn Leu Gin Ala Arg Leu Arg Val Leu Glu Met Tyr 
65 ™ 75 80 

ttc etc aat gac act ctg gcg get gag gac age ccg tec ttc tec ttg 288 
Phe Leu Asn Asp Thr Leu Ala Ala Glu Asp Ser Pro Ser Phe Ser Leu 
85 90 95 

ctg cag tea gca cac cct gga gaa cac ctg get cag ggt gca teg agg 336 
Leu Gin Ser Ala His Pro Gly Glu His Leu Ala Gin Gly Ala Ser Arg 
100 105 HO 

ctg caa gtc ctg cag gec caa etc acc tgg gtc cgc gtc age cat gag 384 
Leu Gin Val Leu Gin Ala Gin Leu Thr Trp Val Arg Val S<=»r His Glu 
115 120 * 125 
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cac ttg ctg cag egg gta gac aac ttc act cag aac cca ggg atg ttc 432 
His Leu Leu Gin Arg Val Asp Asn Phe Thr Gin Asn Pro Gly Met Phe 
130 " 135 140 

aga ate aaa ggt gaa caa ggc gec cca ggt ctt caa ggt cac aag ggg 480 
Arg lie Lys Gly Glu Gin Gly Ala Pro Gly Leu Gin Gly His Lys Gly 
145 150 155 160 

gec atg ggc atg cct ggt gee cct ggc ccg ccg gga cca cct get gag 528 
Ala Met Gly Met Pro Gly Ala Pro Gly Pro Pro Gly Pro Pro Ala Glu 
165 170 175 

aag gga gec aag ggg get atg gga cga gat gga gca aca ggc ccc teg 576 
Lys Gly Ala Lys Gly Ala Met Gly Arg Asp Gly Ala Thr Gly Pro Ser 
180 185 190 

gga ccc caa ggc cca ccg gga gtc aag gga gag gcg ggc etc caa gga 624 
Gly Pro Gin Gly Pro Pro Gly Val Lys Gly Glu Ala Gly Leu Gin Gly 
195 200 205 

ccc cag ggt get cca ggg aag caa gga gee act ggc ace cca gga ccc 672 
Pro Gin Gly Ala Pro Gly Lys Gin Gly Ala Thr Gly Thr Pro Gly Pro 
210 215 220 

caa gga gag aag ggc age aaa ggc gat ggg ggt etc att ggc cca aaa 720 
Gin Gly Glu Lys Gly Ser Lys Gly Asp Gly Gly Leu lie Gly Pro Lys 
225 230 " 235 240 

ggg gaa act gga act aag gga gag aaa gga gac ctg ggt etc cca gga 768 
Gly Glu Thr Gly Thr Lys Gly Glu Lys Gly Asp Leu Gly Leu Pro Gly 
245 250 255 

age aaa ggg gac agg ggc atg aaa gga gat gca ggg gtc atg ggg cct 816 
Ser Lys Gly Asp Arg Gly Met Lys Gly Asp Ala Gly Val Met Gly Pro 
260 265 270 

cct gga gee cag ggg agt aaa ggt gac ttc ggg agg cca ggc cca cca 864 
Pro Gly Ala Gin Gly Ser Lys Gly Asp Phe Gly Arg . Pro Gly Pro Pro 
275 280 285 

ggt ttg get ggt ttt cct gga get aaa gga gat caa gga caa cct gga 912 
Gly Leu Ala Gly Phe Pro Gly Ala Lys Gly Asp Gin Gly Gin Pro Gly 
290 295 ~ 300 

ctg cag ggt gtt ccg ggc cct cct ggt gca gtg gga cac cca ggt gee 960 
Leu Gin Gly Val Pro Gly Pro Pro Gly Ala Val Gly His Pro Gly Ala 
305 310 315 " ~ 320 

aag ggt gag cct ggc agt get ggc tec cct ggg cga gca gga ctt cca 1008 
Lys Gly Glu Pro Gly Ser Ala Gly Ser Pro Gly Arg Ala Gly Leu Pro 
325 330 335 



ggg age ccc ggg agt cca gga gee aca ggc ctg aaa gga age aaa ggg 
Gly Ser Pro Gly Ser Pro Gly Ala Thr Gly Leu Lys Gly Ser Lys Gly 
340 345 ' " 350 



gac aca gga ctt caa gga cag caa gga aga aaa gga gaa tea gga gtt 
Asp Thr Gly Leu Gin Gly Gin Gin Gly Aro Lys Gly Glu Ser Gly Val 
355 360 365 
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cca ggc cct gca ggt gtg aag gga gaa cag ggg age cca ggg ctg gca 
Pro Gly Pro Ala Gly Val Lys Gly Glu Gin Gly Ser Pro Gly Leu Ala 
370 375 380 



us: 



ggt ccc aag gga gec cct gga caa get ggc cag aag gga gac cag gga 
Gly Pro Lys Gly Ala Pro Gly Gin Ala Gly Gin Lys Gly Asp Gin Gly 
38 5 390 * 395 ' 4 00 



1200 



gtg aaa gga tct fcet ggg gag caa gga gfca aag gga gaa aaa ggt gaa 1248 

Val Lys Gly Ser Ser Gly Glu Gin Gly Val Lys Gly Glu Lys Gly Glu 

405 410 415 

aga ggt gaa aac tea gtg tec gtc agg att gtc ggc agt agt aac cga 1296 

Arg Gly Glu Asn Ser Val Ser Val Arg lie Val Gly Ser Ser Asn Arg 

420 425 430 



ggc egg get gaa gtt tac tac agt ggt acc tgg ggg aca att tgc gat 
Gly Arg Ala Glu Val Tyr Tyr Ser Gly Thr Trp Gly Thr lie Cys Asp 
435 440 ~ 445 



1344 



gac gag tgg caa aat tct gat gee att gtc ttc tgc cgc atg ctg ggt 
Asp Glu Trp Gin Asn Ser Asp Ala He Val Phe Cys Arg Met Leu Gly 
450 455 460 



1392 



tac tec aaa gga agg gee ctg tac aaa gtg gga get ggc act ggg cag 
Tyr Ser Lys Gly Arg Ala Leu Tyr Lys Val Gly Ala Gly Thr Gly Gin 
465 470 475 480 



1440 



ate tgg ctg gat aat gtt cag tgt egg ggc acg gag agt acc ctg tgg 
He Trp Leu Asp Asn Val Gin Cys Arg Gly Thr Glu Ser Thr Leu Trp 
485 490 495 



1488 



age tgc acc aag aat age tgg ggc cat cat gac tgc age cac gag gag 
Ser Cys Thr Lys Asn Ser Trp Gly His His Asp Cys Ser His Glu Glu 
500 * 505 510 



1536 



gac gca ggc gtg gag tgc age gtc tga cccggaaacc ctttcacttc 
Asp Ala Gly Val Glu Cys Ser Val 
515 520 



1583 



tctgctcccg aggtgtcctc gggctcatat gfcgggaaggc agaggatctc tgaggagttc 1643 
cctggggaca actgagcagc ctctggagag gggccattaa taaagctcaa catcaaaaaa 1703 
aceggaatt 1712 



<210> 2 
<211> 520 
<212> PRT 

<213> Homo sapiens 
<400> 2 

Met Arg Asn Lys Lys He Leu Lys Glu Asp Glu Leu Leu Ser Glu Thr 
15 10 15 

Gin Gin Ala Ala Phe His Gin He Ala Met Glu Pro Phe Glu He Asn 
20 25 30 



Val Pro Lys Pro Lys Arg Arg Asn Gly Val Asn Phe Ser Leu Ala Val 
35 "40 45 



Val Val lie Tyr Leu He Leu Leu Thr Ala Gly Ala Gly Leu Leu Val 
50 55 60 

Val Gin Val Leu Asn Leu Gin Ala Arg Leu Arg Val Leu Glu Met Tyr 
65 70 75 80 

Phe Leu Asn Asp Thr Leu Ala Ala Glu Asp Ser Pro Ser Phe Ser Leu 
85 90 95 

Leu Gin Ser Ala His Pro Gly Glu His Leu Ala Gin Gly Ala Ser Arg 
100 105 110 

Leu Gin Val Leu Gin Ala Gin Leu Thr Trp Val Arg Val Ser His Glu 
115 120 125 



His Leu Leu Gin Arg Val Asp Asn Phe Thr Gin Asn Pro Gly Met Phe 
130 135 140 

Arg He Lys Gly Glu Gin Gly Ala Pro Gly Leu Gin Gly His Lys Gly 
145 150 155 ~ 160 

Ala Met Gly Met Pro Gly Ala Pro Gly Pro Pro Gly Pro Pro Ala Glu 
165 170 175 

Lys Gly Ala Lys Gly Ala Met Gly Arg Asp Gly Ala Thr Gly Pro Ser 
180 185 190 

Gly Pro Gin Gly Pro Pro Gly Val Lys Gly Glu Ala Gly Leu Gin Gly 
195 200 205 

Pro Gin Gly Ala Pro Gly Lys Gin Gly Ala Thr Gly Thr Pro Gly Pro 
210 215 220 

Gin Gly Glu Lys Gly Ser Lys Gly Asp Gly Gly Leu He Gly Pro Lys 
225 230 235 240 

Gly Glu Thr Gly Thr Lys Gly Glu Lys Gly Asp Leu Gly Leu Pro Gly 
245 250 * 255 

Ser Lys Gly Asp Arg Gly Met Lys Gly Asp Ala Gly Val Met Gly Pro 
260 265 " 270 

Pro Gly Ala Gin Gly Ser Lys Gly Asp Phe Gly Arg Pro Gly Pro Pro 
275 280 * 285 

Gly Leu Ala Gly Phe Pro Gly Ala Lys Gly Asp Gin Gly Gin Pro Gly 
290 295 300 

Leu Gin Gly Val Pro Gly Pro Pro Gly Ala Val Gly His Pro Gly Ala 
305 310 315 " 320 

Lys Gly Glu Pro Gly Ser Ala Gly Ser Pro Gly Arg Ala Gly Leu Pro 
325 330 ~ 335 

Gly Ser Pro Gly Ser Pro Gly Ala Thr Gly Leu Lys Gly Ser Lys Gly 
340 345 350 

Asp Thr Gly Leu Gin Gly Gin Gin Gly Arg Lys Gly Glu Ser Gly Val 
355 360 365 

Pro Gly Pro Ala Gly Val Lys Gly Glu Gin Gly Ser Fro Gly Leu Ala 
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370 375 380 

Gly Pro Lys Gly Ala Pro Gly Gin Ala Gly Gin Lys Gly Asp Gin Gly 
385 ~ 390 395 400 

Val Lys Gly Ser Ser Gly Glu Gin Gly Val Lys Gly Glu Lys Gly Glu 
405 410 415 

Arg Gly Glu Asn Ser Val Ser Val Arg lie Val Gly Ser Ser Asn Arg 
420 425 430 

Gly Arg Ala Glu Val Tyr Tyr Ser Gly Thr Trp Gly Thr lie Cys Asp 
435 440 445 

Asp Glu Trp Gin Asn Ser Asp Ala lie Val Phe Cys Arg Met Leu Gly 
450 455 460 

Tyr Ser Lys Gly Arg Ala Leu Tyr Lys Val Gly Ala Gly Thr Gly Gin 
465 470 475 480 

He Trp Leu Asp Asn Val Gin Cys Arg Gly Thr Glu Ser Thr Leu Trp 
485 490 495 

Ser Cys Thr Lys Asn Ser Trp Gly His His Asp Cys Ser His Glu Glu 
500 505 510 

Asp Ala Gly Val Glu Cys Ser Val 
515 520 



<210> 3 

<211> 2463 

<212> ADNc 

<213> Homo sapiens 

<220> 

<221> CDS 

<222> (62) . . (883) 

<223> Recepteur LOX-1 cTorigine humaine. 
<400> 3 

atttttagtt tgttgaagtt cgtgactgct tcactctctc attcttagct tgaatttgga 60 

a atg act ttt gat gac cfca aag ate cag act gtg aag gac cag cct gat 109 
Met Thr Phe Asp Asp Leu Lys He Gin Thr Val Lys Asp Gin Pro Asp 
15 10 15 

gag aag tea aat gga aaa aaa get aaa ggt ctt cag ttt ctt tac tct 157 
Glu Lys Ser Asn Gly Lys Lys Ala Lys Gly Leu Gin Phe Leu Tyr Ser 
20 ' 25 30 

cca tgg tgg tgc ctg get get gcg act eta ggg gtc ctt tgc ctg gga 205 
Pro Trp Trp Cys Leu Ala Ala Ala Thr Leu Gly Val Leu Cys Leu Gly 
35 40 45 

tta gta gtg acc att atg gtg ctg ggc atg caa tta tec cag gtg tct 253 
Leu Val Val Thr He Met Val Leu Gly Met Gin Leu Ser Gin Val Ser 
50 55 " 60 



gac etc eta aca caa gag caa gca aac eta act cac cag aaa aag aaa 
Asp heu Leu Thr Gin Glu Gin Ala Asn Leu Thr His Gin Lys Lys Lys 



301 



j>nTn?j>f\i /nn*? 



65 70 75 80 

ctg gag gga cag ate tea gec egg caa caa gca gaa gaa get tea cag 349 
Leu Glu Gly Gin lie Ser Ala Arg Gin Gin Ala Glu Glu Ala Ser Gin 
85 90 95 

gag tea gaa aac gaa etc aag gaa atg ata gaa ace ctt get egg aag 397 
Glu Ser Glu Asn Glu Leu Lys Glu Met lie Glu Thr Leu Ala Arg Lys 
100 105 110 

ctg aat gag aaa tec aaa gag caa atg gaa ctt cac cac cag aat ctg 445 
Leu Asn Glu Lys Ser Lys Glu Gin Met Glu Leu His His Gin Asn Leu 
115 ~ 120 125 

aat etc caa gaa aca ctg aag aga gta gca aat tgt tea get cct tgt 493 
Asn Leu Gin Glu Thr Leu Lys Arg Val Ala Asn Cys Ser Ala Pro Cys 
130 135 140 

ccg caa gac tgg ate tgg cat gga gaa aac tgt tac eta ttt tec teg 541 
Pro Gin Asp Trp lie Trp His Gly Glu Asn Cys Tyr Leu Phe Ser Ser 
145 150 155 160 

ggc tea ttt aac tgg gaa aag age caa gag aag tgc ttg tct ttg gat 589 
Gly Ser Phe Asn Trp Glu Lys Ser Gin Glu Lys Cys Leu Ser Leu Asp 
165 170 17 5 

gee aag ttg ctg aaa att aat age aca get gat ctg gac ttc ate cag 637 
Ala Lys Leu Leu Lys lie Asn Ser Thr Ala Asp Leu Asp Phe lie Gin 
180 ** 185 190 

caa gca att tec tat tec agt ttt cca ttc tgg atg ggg ctg tct egg 685 
Gin Ala lie Ser Tyr Ser Ser Phe Pro Phe Trp Met Gly Leu Ser Arg 
195 200 205 

agg aac ccc age tac cca tgg etc tgg gag gac ggt tct cct ttg atg 733 
Arg Asn Pro Ser Tyr Pro Trp Leu Trp Glu Asp Gly Ser Pro Leu Met 
210 215 220 

ccc cac tta ttt aga gtc cga ggc get gtc tec cag aca tac cct tea 781 
Pro His Leu Phe Arg Val Arg Gly Ala Val Ser Gin Thr Tyr Pro Ser 
225 230 235 240 

ggt ace tgt gca tat ata caa cga gga get gtt tat gcg gaa aac tgc 829 
Gly Thr Cys Ala Tyr lie Gin Arg Gly Ala Val Tyr Ala Glu Asn Cys 
24 5 250 255 

att tta get gee ttc agt ata tgt cag aag aag gca aac eta aga gca 877 
Tie Leu Ala Ala Phe Ser lie Cys Gin Lys Lys Ala Asn Leu Arg Ala 
260 265 270 

cag tga atttgaaggc tctggaagaa aagaaaaaag tctttgagtt ttattctgga 933 
Gin 

atttaagcta ttctttgtca cttgggtgcc aaacatgaga geccagaaaa ctgtcattta 993 

getggctgea gaactccttt geagaaactg gggttccagg tgcctggcac ctttatgtca 1053 

acatttttga ttctagctat ctgtattatt tcacctagct tgtcccaagc ttccctgcca 1113 

gectgaagtc cattttcccc tttttatttt aaaatttgac tcctcttcaa gcttgaaaac 1173 

cctetgaact . cagtcttctt tacctcatta tcaccttccc ctcacactcc taaaattgea 1233 
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tgaaagacag 


aacabggaga 


acbbgcbcaa 


gbgcaggcag 


agagcaaaaa 


ggggaaabab 


1293 


gbcbgggaaa 


aagbgcacgb 


gaagaaacaa 


agaaggacag 


aggccabbcc 


gaaabcaaga 


1353 


aacbcabgbb 


cfcbaacfcbba 


aaaaaggbat 


caabccbbgg 


bbbbbaaacb 


gbggbccabc 


1413 


bccagactcb 


accacfcbacg 


gacagacaga 


cagacagaca 


cacacacaca 


cacacacaca 


1473 


cacatbbbgg 


gacaagbggg 


gagcccaaga 


aagtaafcbag 


baagbgagbg 


gbcbbbbcbg 


1533 


baagcbaabc 


cacaaccbgb 


baccacttcc 


bgaabcagtb 


abbabbbctb 


cabbtbbbbb 


1593 


bcbaccagag 


gacagabbaa 


bagabbtaac 


ccbtcacaac 


agbbcbbgbb 


agaabcatgg 


1653 


gatgtgtggc 


ccagaggtaa 


gaabagaatt 


bcb tbcccba 


aagaacabac 


cbtb bgbaga 


1713 


bgaacbctbc 


bcaacbctgb 


bfctgcbatgc 


babaabbccg 


aaacabacaa 


gacaaaaaaa 


1773 


atgaagacac 


bcaatctaga 


acaaactaag 


ccaggbabgc 


aaababcgcb 


gaabagaaac 


1833 


agabggaabt 


agaaabatat 


cbbcbabbbb 


taggcbbcta 


bbbccbtbcc 


acccactcbb 


1893 


cacaggctat 


tctacbcbaa 


aggaagccbb 


bbbabbbbgc 


bgcacacaab 


cbagcaggaa 


1953 


tcttttttbt 


bbbbbtaaga 


gctgbgbcab 


ccbtabgbag 


gcaagagafcg 


bbbgctbbbg 


2013 


ttaaaagctb 


babbgagaba 


baabbaacab 


aaaabaaacb 


gaacababbb 


aaagtgbacb 


2073 


abbbgabaag 


bbbbcacacc 


bbgbggagaa 


cabgcabacb 


acaabbaaga 


gagtgaacab 


2133 


atccatcatc 


ccbcaaagbg 


tcacaabgcb 


ccbcctgabg 


acbccbcccc 


agaaaaccac 


2193 


tad LtyyCtC 


ccactccgca 


cctugtagtt 


tta tgbgaab 


ggaabcatab 


agbabgbcbb 


2253 


ttbttbbbgt 


cbggcbbctb 


bcacbbtgca 


baabbabbbb 


gagabbcaba 


bgbcbccabc 


2313 


btgatgctcg 


babgaabbca 


btcbbbbaaa 


bgbtgaabab 


bcccbbgbab 


ggababacca 


2373 


caabbcabbt 


acccabtbac 


bbgbbgatga 


cabtbgggbb 


gbbbbagbbt 


bgggababba 


2433 


caaabaaagc 


bgcbgbgaac 


abbbgbgtac 








2463 



<210> 4 

<211> 273 

<212> PRT 

<213> Homo sapiens 

<400> 4 

Meb Thr Phe Asp Asp Leu Lys lie Gin Thr Val Lys Asp Gin Pro Asp 
1 5 10 15 

Glu Lys Ser Asn Gly Lys Lys Ala Lys Gly Leu Gin Phe Leu Tyr Ser 
20 25 30 

Pro Trp Trp Cys Leu Ala Ala Ala Thr Leu Gly Val Leu Cys Leu Gly 
35 4 0 ~ 4 5 

Leu Val Val Thr lie Meb Val Leu Gly Meb Gin Leu Ser Gin Val Ser 
50 55 ' 60 



Asp Leu Leu Thr Gin Glu Gin Ala Asn Leu Thr His Gin Lys Lys Lys 
65 70 75 80 

Leu Glu Gly Gin lie Ser Ala Arg Gin Gin Ala Glu Glu Ala Ser Gin 
85 90 95 

Glu Ser Glu Asn Glu Leu Lys Glu Met lie Glu Thr Leu Ala Arg Lys 
100 105 110 

Leu Asn Glu Lys Ser Lys Glu Gin Met Glu Leu His His Gin Asn Leu 
115 120 125 

Asn Leu Gin Glu Thr Leu Lys Arg Val Ala Asn Cys Ser Ala Pro Cys 
130 135 ~ 140 

Pro Gin Asp Trp He Trp His Gly Glu Asn Cys Tyr Leu Phe Ser Ser 
145 150 155 160 

Gly Ser Phe Asn Trp Glu Lys Ser Gin Glu Lys Cys Leu Ser Leu Asp 
165 170 175 

Ala Lys Leu Leu Lys He Asn Ser Thr Ala Asp Leu Asp Phe He Gin 
180 185 ~ ~ 190 

Gin Ala lie Ser Tyr Ser Ser Phe Pro Phe Trp Met Gly Leu Ser Arg 
195 200 205 

Arg Asn Pro Ser Tyr Pro Trp Leu Trp Glu Asp Gly Ser Pro Leu Met 
210 215 220 

Pro His Leu Phe Arg Val Arg Gly Ala Val Ser Gin Thr Tyr Pro Ser 
225 230 235 240 

Gly Thr Cys Ala Tyr He Gin Arg Gly Ala Val Tyr Ala Glu Asn Cys 
245 250 ~ 255 

He Leu Ala Ala Phe Ser He Cys Gin Lys Lys Ala Asn Leu Arg Ala 
260 265 270 

Gin 



<210> 5 

<211> 2600 

<212> ADNc 

<213> Homo sapiens 

<220> 
<221> CDS 

<222> (130) . . (2484) 

<223> Recepteur Tlr2 d'origine humaine. 
<400> 5 

ggatccaaag gagaccfcata gtgactccca ggagctctta gtgaccaagt gaaggtacct 60 
gtggggctca ttgtgcccat tgctctttca ctgctttcaa ctggtagttg tgggttgaag 120 



cactggaca atg cca cat act ttg tgg atg gtg tgg gtc ttg ggg gtc ate 171 
Met Pro His The Leu Trp Met Val Trp Val Leu Gly Val He 
15 10 



WO 02/35236 PCTYFRO 1/03352 

9 

ate age etc tec aag gaa gaa tec tec aat cag get tct ctg tct tgt 219 
lie Ser Leu Ser Lys Glu Glu Ser Ser Asn Gin Ala Ser Leu Ser Cys 
15 20 25 30 

gac cgc aat ggt ate tgc aag ggc age tea gga tct tta aac tec att 267 
Asp Arg Asn Gly lie Cys Lys Gly Ser Ser Gly Ser Leu Asn Ser He 
35 40 45 

ccc tea ggg etc aca gaa get gta aaa age ctt gac ctg tec aac aac 315 
Pro Ser Gly Leu Thr Glu Ala Val Lys Ser Leu Asp Leu Ser Asn Asn 
50 55 60 

agg ate ace tac att age aac agt gac eta cag agg tgt gtg aac etc 363 
Arg He Thr Tyr He Ser Asn Ser Asp Leu Gin Arg Cys Val Asn Leu 
65 70 75 

cag get ctg gtg ctg aca tec aat gga att aac aca ata gag gaa gat 411 
Gin Ala Leu Val Leu Thr Ser Asn Gly He Asn Thr He Glu Glu Asp 
80 85 90 

tct ttt tct tec ctg ggc agt ctt gaa cat tta gac tta tec tat aat 459 
Ser Phe Ser Ser Leu Gly Ser Leu Glu His Leu Asp Leu Ser Tyr Asn 
95 100 105 110 

tac tta tct aat tta teg tct tec tgg ttc aag ccc ctt tct tct tta 507 
Tyr Leu Ser Asn Leu Ser Ser Ser Trp Phe Lys Pro Leu Ser Ser Leu 
115 120 125 

aca ttc tta aac tta ctg gga aat cct tac aaa acc eta ggg gaa aca 555 
Thr Phe Leu Asn Leu Leu Gly Asn Pro Tyr Lys Thr Leu Gly Glu Thr 
130 * 135 " 140 

tct ctt ttt tct cat etc aca aaa ttg caa ate ctg aga gtg gga aat 603 
Ser Leu Phe Ser His Leu Thr Lys Leu Gin lie Leu Arg Val Gly Asn 
145 150 155 

atg gac acc ttc act aag att caa aga aaa gat ttt get gga ctt acc 651 
Met Asp Thr Phe Thr Lys He Gin Arg Lys Asp Phe Ala Gly Leu Thr 
160 165 " 170 

ttc ctt gag gaa ctt gag att gat get tea gat eta cag age tat gag 699 
Phe Leu Glu Glu Leu Glu He Asp Ala Ser Asp Leu Gin Ser Tyr Glu 
175 180 185 190 

cca aaa agt ttg aag tea att cag aac gta agt cat ctg ate ctt cat 747 
Pro Lys Ser Leu Lys Ser He Gin Asn Val Ser His Leu He Leu His 
195 200 205 

atg aag cag cat att tta ctg ctg gag att ttt gta gat gtt aca agt 795 
Met Lys Gin His He Leu Leu Leu Glu He Phe Val Asp Val Thr Ser 
210 215 " 220 

tec gtg gaa tgt ttg gaa ctg cga gat act gat ttg gac act ttc cat 843 
Ser Val Glu Cys Leu Glu Leu Arg Asp Thr Asp Leu Asp Thr Phe His 
225 230 235 

ttt tea gaa eta tec act ggt gaa aca aat tea ttg att aaa aag ttt 891 
Phe Ser Glu Leu Ser Thr Gly Glu Thr Asn Ser Leu He Lys Lys Phe 
240 245 250 



aca ttt aga aat gtg aaa ate acc gat gaa agt ttg ttt cag gtt atg 
Thr Phe Arg Asn Val Lys He Thr Asp Glu Ser Leu Phe Gin Val Met 



939 



10 

255 260 265 270 

aaa ctt ttg aat cag att tct gga ttg tta gaa tta gag ttt gab gac 987 

Lys Leu Leu Asn Gin lie Ser Gly Leu Leu Glu Leu Glu Phe Asp Asp 
275 280 285 

tgt acc ctt aat gga gtt ggt aat ttt aga gca tct gat aat gac aga 1035 

Cys Thr Leu Asn Gly Val Gly Asn Phe Arg Ala Ser Asp Asn Asp Arg 

290 295 " 300 

gtt ata gat cca ggt aaa gtg gaa acg tta aca ate egg agg ctg cat 1083 

Val lie Asp Pro Gly Lys Val Glu Thr Leu Thr lie Arg Arg Leu His 
305 310 315 

att cca agg ttt bac tta ttt tat gat ctg age act tta tat tea ctt 1131 

lie Pro Arg Phe Tyr Leu Phe Tyr Asp Leu Ser Thr Leu Tyr Ser Leu 
320 325 ' 330 

aca gaa aga gtt aaa aga ate aca gta gaa aac agt aaa gtt ttt ctg 1179 

Thr Glu Arg Val Lys Arg lie Thr Val Glu Asn Ser Lys Val Phe Leu 
335 340 345 350 

gtt cct tgt tta ctt tea caa cat tta aaa tea tta gaa tac ttg gat 1227 

Val Pro Cys Leu Leu Ser Gin His Leu Lys Ser Leu Glu Tyr Leu Asp 
355 360 " 365 

etc agt gaa aat ttg atg gtt gaa gaa tac ttg aaa aat tea gee tgt 1275 

Leu Ser Glu Asn Leu Met Val Glu Glu Tyr Leu Lys Asn Ser Ala Cys 

370 375 380 

gag gat gec tgg ccc bet eta caa act tta att tta agg caa aat cat 1323 

Glu Asp Ala Trp Pro Ser Leu Gin Thr Leu lie Leu Arg Gin Asn His 
385 390 395 

ttg gca tea ttg gaa aaa acc gga gag act ttg etc act ctg aaa aac 1371 

Leu Ala Ser Leu Glu Lys Thr Gly Glu Thr Leu Leu Thr Leu Lys Asn 
400 405 410 

ttg act aac abb gat ate agt aag aat agt ttt cat tct atg cct gaa 1419 

Leu Thr Asn lie Asp lie Ser Lys Asn Ser Phe His Ser Met Pro Glu 
415 420 425 430 

act tgt cag tgg cca gaa aag atg aaa tat ttg aac tta tec age aca 1467 

Thr Cys Gin Trp Pro Glu Lys Met Lys Tyr Leu Asn Leu Ser Ser Thr 
435 440 445 

cga ata cac agt gta aca ggc tgc att ccc aag aca ctg gaa att tta 1515 

Arg lie His Ser Val Thr Gly Cys lie Pro Lys Thr Leu Glu He Leu 

450 455 460 

gat gtt age aac aac aat etc aat tta ttt tct ttg aat ttg ccg caa 1563 

Asp Val Ser Asn Asn Asn Leu Asn Leu Phe Ser Leu Asn Leu Pro Gin 
465 470 475 

etc aaa gaa ctt tat att tec aga aat aag ttg atg act eta cca gat 1611 

Leu Lys Glu Leu Tyr He Ser Arg Asn Lys Leu Met Thr Leu Pro Asp 
480 485 "* 490 

gec tec etc tta ccc atg tta eta gta ttg aaa ate agt agg aat gca 1659 

Ala Ser Leu Leu Pro Met Leu Leu Val Leu Lys He Ser Arg Asn Ala 
495 500 505 510 
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ata act acg tfct tcfe aag gag caa ctt gac tea fctt cac aca ctg aag 1707 
lie Thr Thr Phe Ser Lys Glu Gin Leu Asp Ser Phe His Thr Leu Lys 
515 520 525 

act ttg gaa get ggt ggc aat aac ttc att tgc tec tgt gaa ttc etc 1755 
Thr Leu Glu Ala Gly Gly Asn Asn Phe lie Cys Ser Cys Glu Phe Leu 
530 " 535 540 

tec ttc act cag gag cag caa gca ctg gee aaa gtc ttg att gat tgg 1803 
Ser Phe Thr Gin Glu Gin Gin Ala Leu Ala Lys Val Leu lie Asp Trp 
545 550 555 

cca gca aat tac ctg tgt gac tct cca tec cat gtg cgt ggc cag cag 1851 
Pro Ala Asn Tyr Leu Cys Asp Ser Pro Ser His Val Arg Gly Gin Gin 
560 " 565 570 

gtt cag gat gtc cgc etc teg gtg teg gaa tgt cac agg aca gca ctg 1899 
Val Gin Asp Val Arg Leu Ser Val Ser Glu Cys His Arg Thr Ala Leu 
575 ' 580 585 590 

gtg tct ggc atg tgc tgt get ctg ttc ctg ctg ate ctg etc acg ggg 1947 
Val Ser Gly Met Cys Cys Ala Leu Phe Leu Leu He Leu Leu Thr Gly 
595 600 605 

gtc ctg tgc cac cgt ttc cat ggc ctg tgg tat atg aaa atg atg tgg 1995 
Val Leu Cys His Arg Phe His Gly Leu Trp Tyr Met Lys Met Met Trp 
610 615 620 

gee tgg etc cag gee aaa agg aag ccc agg aaa get ccc age agg aac 2043 
Ala Trp Leu Gin Ala Lys Arg Lys Pro Arg Lys Ala Pro Ser Arg Asn 
625 * 630 635 



ate tgc tat gat gca ttt gtt tct tac agt gag egg gat gee tac tgg 
He Cys Tyr Asp Ala Phe Val Ser Tyr Ser Glu Arg Asp Ala Tyr Trp 
640 645 650 



2091 



gtg gag aac ctt atg gtc cag gag ctg gag aac ttc aat ccc ccc ttc 2139 
Val Glu Asn Leu Met Val Gin Glu Leu Glu Asn Phe Asn Pro Pro Phe 
655 660 665 670 

aag ttg tgt ctt cat aag egg gac ttc att cct ggc aag tgg ate att 2187 
Lys Leu Cys Leu His Lys Arg Asp Phe He Pro Gly Lys Trp He He 
675 680 685 

gac aat ate att gac tec att gaa aag age cac aaa act gtc ttt gtg 2235 
Asp Asn He He Asp Ser He Glu Lys Ser His Lys Thr Val Phe Val 
690 695 700 

ctt tct gaa aac ttt gtg aag agt gag tgg tgc aag tat gaa ctg gac 2283 
Leu Ser Glu Asn Phe Val Lys Ser Glu Trp Cys Lys Tyr Glu Leu Asp 
705 710 715 

ttc tec cat ttc cgt ctt ttt gaa gag aac aat gat get gec att etc 2331 
Phe Ser His Phe Arg Leu Phe Glu Glu Asn Asn Asp Ala Ala He Leu 
720 725 730 

att ett ctg gag ccc att gag aaa aaa gec att ccc cag cgc ttc tgc 2379 
He Leu Leu Glu Pro He Glu Lys Lys Ala He Pro Gin Arg Phe Cys 
735 740 745 750 



aag ctg egg aag ata atg aac acc aag acc tac ctg gag tgg ccc atg 
Lys Leu Arg Lys He Met Asn Thr Lys Thr Tyr Leu Glu Trp Pro Met 



2427 
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755 760 765 

gac gag get cag egg gaa gga ttt tgg gta aat ctg aga get gcg ata 2475 
Asp Glu Ala Gin Arg Glu Gly Phe Trp Val Asn Leu Arg Ala Ala lie 
770 " 775 780 

aag tec tag gttcccatat ttaagaccag tctttgtcta gttgggatct 2524 
Lys Ser 

785 

ttatgtcact agttatagtt aagttcattc agacataatt atataaaaac tacgtggatg 2584 
tacegtcatt tgagga 2600 

<210> 6 
<211> 784 
<212> PRT 

<213> Homo sapiens 
<400> 6 

Met Pro His Thr Leu Trp Met Val Trp Val Leu Gly Val lie lie Ser 
15 10 15 

Leu Ser Lys Glu Glu Ser Ser Asn Gin Ala Ser Leu Ser Cys Asp Arg 
20 25 30 

Asn Gly lie Cys Lys Gly Ser Ser Gly Ser Leu Asn Ser He Pro Ser 
35 40 45 

Gly Leu Thr Glu Ala Val Lys Ser Leu Asp Leu Ser Asn Asn Arg He 
50 55 60 



Thr Tyr He Ser 
65 

Leu Val Leu Thr 



Ser Ser Leu Gly 
100 

Ser Asn Leu Ser 
115 

Leu Asn Leu Leu 
130 

Phe Ser His Leu 
145 

Thr Phe Thr Lys 



Glu Glu Leu Glu 
180 

Ser Leu Lys Ser 
195 

Gin His He Leu 



Asn Ser Asp Leu 
70 

Ser Asn Gly He 
85 

Ser Leu Glu His 



Ser Ser Trp Phe 
120 



Gly Asn Pro Tyr 
135 



Thr Lys Leu Gin 
150 

He Gin Arg Lys 
165 



He Asp Ala Ser 



He Gin Asn Val 
200 

Leu Leu Glu He 



Gin Arg Cys Val 
75 

Asn Thr He Glu 
90 

Leu Asp Leu Ser 
105 

Lys Pro Leu Ser 



Lys Thr Leu Gly 
140 

He Leu Arg Val 
155 

Asp Phe Ala Gly 
170 

Asp Leu Gin Ser 
185 

Ser His Leu He 



Phe Val Asp Val 



Asn Leu Gin Ala 
80 



Glu Asp Ser Phe 
95 

Tyr Asn Tyr Leu 
110 

Ser Leu Thr Phe 
125 

Glu Thr Ser Leu 



Gly Asn Met Asp 
160 

Leu Thr Phe Leu 
175 

Tyr Glu Pro Lys 
190 

Leu His Met Lys 
205 

Thr Ser Ser Val 
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210 215 220 

Glu Cys Leu Glu Leu Arg Asp Thr Asp Leu Asp Thr Phe His Phe Ser 
225 230 235 240 

Glu Leu Ser Thr Gly Glu Thr Asn Ser Leu lie Lys Lys Phe Thr Phe 
245 250 255 

Arg Asn Val Lys lie Thr Asp Glu Ser Leu Phe Gin Val Met Lys Leu 
260 265 270 

Leu Asn Gin lie Ser Gly Leu Leu Glu Leu Glu Phe Asp Asp Cys Thr 
275 280 285 

Leu Asn Gly Val Gly Asn Phe Arg Ala Ser Asp Asn Asp Arg Val lie 
290 295 300 

Asp Pro Gly Lys Val Glu Thr Leu Thr He Arg Arg Leu His He Pro 
305 " ~ 310 315 320 

Arg Phe Tyr Leu Phe Tyr Asp Leu Ser Thr Leu Tyr Ser Leu Thr Glu 
325 330 335 

Arg Val Lys Arg He Thr Val Glu Asn Ser Lys Val Phe Leu Val Pro 
340 345 350 

Cys Leu Leu Ser Gin His Leu Lys Ser Leu Glu Tyr Leu Asp Leu Ser 
355 360 365 

Glu Asn Leu Met Val Glu Glu Tyr Leu Lys Asn Ser Ala Cys Glu Asp 
370 375 380 

Ala Trp Pro Ser Leu Gin Thr Leu He Leu Arg Gin Asn His Leu Ala 
385 390 395 400 

Ser Leu Glu Lys Thr Gly Glu Thr Leu Leu Thr Leu Lys Asn Leu Thr 
405 410 415 

Asn He Asp He Ser Lys Asn Ser Phe His Ser Met Pro Glu Thr Cys 
420 425 430 

Gin Trp Pro Glu Lys Met Lys Tyr Leu Asn Leu Ser Ser Thr Arg He 
435 440 445 

His Ser Val Thr Gly Cys He Pro Lys Thr Leu Glu He Leu Asp Val 
450 455 460 

Ser Asn Asn Asn Leu Asn Leu Phe Ser Leu Asn Leu Pro Gin Leu Lys 
465 470 475 480 

Glu Leu Tyr He Ser Arg Asn Lys Leu Met Thr Leu Pro Asp Ala Ser 
485 490 495 

Leu Leu Pro Met Leu Leu Val Leu Lys He Ser Arg Asn Ala He Thr 
500 505 510 

Thr Phe Ser Lys Glu Gin Leu Asp Ser Phe His Thr Leu Lys Thr Leu 
515 520 525 

Glu Ala Gly Gly Asn Asn Phe He Cys Ser Cys Glu Phe Leu Ser Phe 
530 ' 535 540 
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Thr Gin Glu Gin Gin Ala Leu Ala Lys Val Leu lie Asp Trp Pro Ala 
545 550 555 560 

Asn Tyr Leu Cys Asp Ser Pro Ser His Val Arg Gly Gin Gin Val Gin 
565 570 ~ 575 



Asp Val Arg Leu Ser Val Ser Glu Cys His Arg Thr Ala Leu Val Ser 
580 585 590 

Gly Met Cys Cys Ala Leu Phe Leu Leu lie Leu Leu Thr Gly Val Leu 
595 600 605 

Cys His Arg Phe His Gly Leu Trp Tyr Met Lys Met Met Trp Ala Trp 
610 615 620 

Leu Gin Ala Lys Arg Lys Pro Arg Lys Ala Pro Ser Arg Asn lie Cys 
625 630 635 640 

Tyr Asp Ala Phe Val Ser Tyr Ser Glu Arg Asp Ala Tyr Trp Val Glu 
645 650 655 

Asn Leu Met Val Gin Glu Leu Glu Asn Phe Asn Pro Pro Phe Lys Leu 
660 665 670 

Cys Leu His Lys Arg Asp Phe lie Pro Gly Lys Trp lie lie Asp Asn 
675 680 " 685 

lie lie Asp Ser He Glu Lys Ser His Lys Thr Val Phe Val Leu Ser 
690 695 700 

Glu Asn Phe Val Lys Ser Glu Trp Cys Lys Tyr Glu Leu Asp Phe Ser 
705 710 ~ 715 720 

His Phe Arg Leu Phe Glu Glu Asn Asn Asp Ala Ala He Leu He Leu 
725 730 735 

Leu Glu Pro He Glu Lys Lys Ala He Pro Gin Arg Phe Cys Lys Leu 
740 745 750 

Arg Lys lie Met Asn Thr Lys Thr Tyr Leu Glu Trp Pro Met Asp Glu 
755 760 765 



Ala Gin Arg Glu Gly Phe Trp Val Asn Leu Arg Ala Ala He Lys Ser 
770 775 780 



<210> 7 

<211> 3811 

<212> ADNc 

<213> Homo sapiens 

<220> 
<221> CDS 

<222> (285) . . (2684) 

<223> Recepteur Tlr4 d'origine humaine. 
<400> 7 

acagggccac tgctgctcac agaagcagtg aggatgatgc caggatgatg tctgcctcgc 60 
gcctggctgg gactctgatc ccagccatgg ccttcctctc ctgcgtgaga ccagaaagct 120 
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gggagccctg cgbggagact tggccctaaa ccacacagaa gagctggcat gaaacccaga 180 

gctttcagac tccggagcct cagcccttca ccccgattcc attgcttctt gctaaatgct 240 

gccgttbtat cacggaggtg gttcctaata ttacbtatca atgc atg gag ctg aab 296 

Met Glu Leu Asn 
1 



ttc tac aaa ate ccc gac aac etc ccc ttc tea ace aag aac ctg gac 
Phe Tyr Lys lie Pro Asp Asn Leu Pro Phe Ser Thr Lys Asn Leu Asp 
5 10 15 20 

ctg age ttt aat ccc ctg agg cat tta ggc age tat age ttc ttc agt 
Leu Ser Phe Asn Pro Leu Arg His Leu Gly Ser Tyr Ser Phe Phe Ser 
25 30 35 

ttc cca gaa ctg cag gtg ctg gat tta tec agg tgt gaa ate cag aca 
Phe Pro Glu Leu Gin Val Leu Asp Leu Ser Arg Gys Glu lie Gin Thr 
40 45 50 

att gaa gat ggg gca tat cag age eta age cac etc tct acc tta ata 
lie Glu Asp Gly Ala Tyr Gin Ser Leu Ser His Leu Ser Thr Leu lie 
55 ' ~ 60 65 

ttg aca gga aac ccc ate cag agt tba gee ctg gga gee ttt tct gga 
Leu Thr Gly Asn Pro lie Gin Ser Leu Ala Leu Gly Ala Phe Ser Gly 
70 ^ 75 80 

eta tea agt tta cag aag ctg gtg. get gtg gag aca aat eta gca tct 
Leu Ser Ser Leu Gin Lys Leu Val Ala Val Glu Thr Asn Leu Ala Ser 
85 90 95 100 

eta gag aac ttc ccc att gga cat etc aaa act ttg aaa gaa ctt aat 
Leu Glu Asn Phe Pro lie Gly His Leu Lys Thr Leu Lys Glu Leu Asn 
105 110 115 

gtg get cac aat ctt ate caa tct ttc aaa tta cct gag tat ttt tct 
Val Ala His Asn Leu He Gin Ser Phe Lys Leu Pro Glu Tyr Phe Ser 
120 125 130 

aat ctg acc aat eta gag cac ttg gac ctt tec age aac aag att caa 
Asn Leu Thr Asn Leu Glu His Leu Asp Leu Ser Ser Asn Lys He Gin 
135 140 145 

agt att tat tgc aca gac ttg egg gtt eta cat caa atg ccc eta etc 
Ser He Tyr Cys Thr Asp Leu Arg Val Leu His Gin Met Pro Leu Leu 
150 155 160 

aat etc tct tta gac ctg tec ctg aac cct atg aac ttt ate caa cca 
Asn Leu Ser Leu Asp Leu Ser Leu Asn Pro Met Asn Phe He Gin Pro 
165 * 170 175 180 

ggt gca ttt aaa gaa att agg ctt cat aag ctg act tta aga aat aat 
Gly Ala Phe Lys Glu He Arg Leu His Lys Leu Thr Leu Arg Asn Asn 
185 190 195 

ttt gat agt tta aat gta atg aaa act tgt att caa ggt ctg get ggt 
Phe Asp Ser Leu Asn Val Met Lys Thr Cys lie Gin Gly Leu Ala Gly 
200 205 210 

tta gaa gtc cat cgt ttg gtt ctg gga gaa ttt aqa aat gaa gga aac 



344 



392 



440 



488 



536 



584 



632 



68 0 



728 



776 



824 



872 



920 



968 
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Leu Glu Val His Arg Leu Val Leu Gly Glu Phe Arg Asn Glu Gly Asn 
215 220 225 

ttg gaa aag ttt gac aaa tct get eta gag ggc ctg tgc aat ttg ace 1016 
Leu Glu Lys Phe Asp Lys Ser Ala Leu Glu Gly Leu Cys Asn Leu Thr 
230 235 240 

att gaa gaa ttc cga tta gca tae tta gac tac tac etc gat gat att 1064 
lie Glu Glu Phe Arg Leu Ala Tyr Leu Asp Tyr Tyr Leu Asp Asp lie 
245 250 255 260 

att gac tta ttt aat tgt ttg aca aat gtt tct tea ttt tec ctg gtg 1112 
lie Asp Leu Phe Asn Cys Leu Thr Asn Val Ser Ser Phe Ser Leu Val 
265 270 275 

agt gtg act att gaa agg gta aaa gac ttt tct tat aat ttc gga tgg 1160 
Ser Val Thr lie Glu Arg Val Lys Asp Phe Ser Tyr Asn Phe Gly Trp 
280 285 290 

caa cat tta gaa tta gtt aac tgt aaa ttt gga cag ttt cec aca ttg 1208 
Gin His Leu Glu Leu Val Asn Cys Lys Phe Gly Gin Phe Pro Thr Leu 
295 300 305 

aaa etc aaa tct etc aaa agg ctt act ttc act tec aac aaa ggt ggg 1256 
Lys Leu Lys Ser Leu Lys Arg Leu Thr Phe Thr Ser Asn Lys Gly Gly 
310 " 315 320 

aat get ttt tea gaa gtt gat eta cca age ctt gag ttt eta gat etc 1304 
Asn Ala Phe Ser Glu Val Asp Leu Pro Ser Leu Glu Phe Leu Asp Leu 
325 330 335 340 

agt aga aat ggc ttg agt ttc aaa ggt tgc tgt tct caa agt gat ttt 1352 
Ser Arg Asn Gly Leu Ser Phe Lys Gly Cys Cys Ser Gin Ser Asp Phe 
345 350 355 

ggg aca ace age eta aag tat tta gat ctg age ttc aat ggt gtt att 1400 
Gly Thr Thr Ser Leu Lys Tyr Leu Asp Leu Ser Phe Asn Gly Val lie 
360 365 370 

ace atg agt tea aac ttc ttg ggc tta gaa caa eta gaa cat ctg gat 1448 
Thr Met Ser Ser Asn Phe Leu Gly Leu Glu Gin Leu Glu His Leu Asp 
375 380 385 

ttc cag cat tec aat ttg aaa caa atg agt gag ttt tea gta ttc eta 1496 
Phe Gin His Ser Asn Leu Lys Gin Met Ser Glu Phe Ser Val Phe Leu 
390 395 400 

tea etc aga aac etc att tac ctt gac att tct cat act cac acc aga 1544 
Ser Leu Arg Asn Leu He Tyr Leu Asp He Ser His Thr His Thr Arg 
405 410 415 420 

gtt get ttc aat ggc ate ttc aat ggc ttg tec agt etc gaa gtc ttg 1592 
Val Ala Phe Asn Gly He Phe Asn Gly Leu Ser Ser Leu Glu Val Leu 
425 430 435 

aaa atg get ggc aat tct ttc cag gaa aac ttc ctt cca gat ate ttc 1640 
Lys Met Ala Gly Asn Ser Phe Gin Glu Asn Phe Leu Pro Asp He Phe 
440 445 450 



aca gag ctg aga aac ttg acc ttc ctg gac etc tct cag tgt caa ctg 
Thr Clu Leu Arg Asn Leu Thr Phe Leu Asp Leu Ser Gin Cys Gin Leu 
455 460 465 
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gag cag ttg fccfc cca aca gca ttt aac tea etc tec agt ctt cag gta 1736 

Glu Gin Leu Ser Pro Thr Ala Phe Asn Ser Leu Ser Ser Leu Gin Val 
470 475 480 

eta aat atg age cac aac aac ttc ttt tea ttg gat acg ttt cct tat 1784 

Leu Asn Met Ser His Asn Asn Phe Phe Ser Leu Asp Thr Phe Pro Tyr 
485 490 495 500 



aag tgt ctg aac tec etc cag gtt ctt gat tac agt etc aat cac ata 
Lys Cys Leu Asn Ser Leu Gin Val Leu Asp Tyr Ser Leu Asn His He 
505 510 515 

atg act tec aaa aaa cag gaa eta cag cat ttt cca agt agt eta get 
Met Thr Ser Lys Lys Gin Glu Leu Gin His Phe Pro Ser Ser Leu Ala 
520 525 530 

ttc tta aat ctt act cag aat gac ttt get tgt act tgt gaa cac cag 
Phe Leu Asn Leu Thr Gin Asn Asp Phe Ala Cys Thr Cys Glu His Gin 
535 540 545 



64 5 



650 655 660 



gec att get gee aac ate ate cat gaa ggfc ttc cat aaa age cga aag 
Ala He Ala Ala Asn He He His Glu Gly Phe His Lys Ser Arg Lys 
680 685 690 

gtg att gtt gtg gtg tec cag cac ttc ate cag age cgc fcgg tgt ate 
Val He Val Val Val Ser Gin His Phe He Gin Ser Arg Trp Cys He 
695 700 705 

ttt gaa tat gag att get cag ace tgg cag ttt ctg age agt cgt get 



1832 



1880 



1928 



agt ttc ctg caa tgg ate aag gac cag agg cag etc ttg gtg gaa gtt 1976 
Ser Phe Leu Gin Trp He Lys Asp Gin Arg Gin Leu Leu Val Glu Val 
550 555 560 

gaa cga atg gaa tgt gca aca cct tea gat aag cag ggc atg cct gtg 2024 
Glu Arg Met Glu Cys Ala Thr Pro Ser Asp Lys Gin Gly Met Pro Val 
565 570 575 580 

ctg agt ttg aat ate acc tgt cag atg aat aag acc ate att ggt gtg 2072 
Leu Ser Leu Asn He Thr Cys Gin Met Asn Lys Thr He He Gly Val 
585 590 595 

teg gtc etc agt gtg ctt gta gta tct gtt gta gca gtt ctg gtc tat 2120 
Ser Val Leu Ser Val Leu Val Val Ser Val Val Ala Val Leu Val Tyr 
600 605 610 



aag ttc tat ttt cac ctg atg ctt ctt get ggc tgc ata aag tat ggt 2168 

Lys Phe Tyr Phe His Leu Met Leu Leu Ala Gly Cys He Lys Tyr Gly 
615 620 625 

aga ggt gaa aac ate tat gat gee ttt gtt ate tac tea age cag gat 2216 

Arg Gly Glu Asn He Tyr Asp Ala Phe Val He Tyr Ser Ser Gin Asp 
630 635 640 

gag gac tgg gta agg aat gag eta gta aag aat tta gaa gaa ggg gtg 2264 

Glu Asp Trp Val Arg Asn Glu Leu Val Lys Asn Leu Glu Glu Gly Val 



cct cca ttt cag etc tgc ctt cac tac aga gac ttt att ccc ggt gtg 2312 
Pro Pro Phe Gin Leu Cys Leu His Tyr Arg Asp Phe He Pro Gly Val 
665 670 675 



2360 
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Phe Glu Tyr Glu lie Ala Gin Thr Trp Gin Phe Leu Ser Ser Arg Ala 
710 " 715 720 

ggt ate ate ttc att gtc ctg cag aag gtg gag aag acc ctg etc agg 2504 

Gly lie lie Phe lie Val Leu Gin Lys Val Glu Lys Thr Leu Leu Arg 
725 730 735 740 

cag cag gtg gag ctg tac cgc ctt etc age agg aac act tac ctg gag 2552 

Gin Gin Val Glu Leu Tyr Arg Leu Leu Ser Arg Asn Thr Tyr Leu Glu 

745 750 755 

tgg gag gac agt gtc ctg ggg egg cac ate ttc tgg aga cga etc aga 2600 

Trp Glu Asp Ser Val Leu Gly Arg His lie Phe Trp Arg Arg Leu Arg 

760 765 770 

aaa gee ctg ctg gat ggt aaa tea tgg aat cca gaa gga aca gtg ggt 2648 

Lys Ala Leu Leu Asp Gly Lys Ser Trp Asn Pro Glu Gly Thr Val Gly 



775 


780 




785 






aca gga tgc aat tgg cag gaa gca aca tct ate 
Thr Gly Cys Asn Trp Gin Glu Ala Thr Ser He 
790 795 


tga agaggaaaaa 
800 


2694 


taaaaacctc 


chaaaacat fc 

Vr V* W W ^ V- 


tct t geccag 


ctgggtccaa 


cact tgt tea 


gt taataagt 


2754 


a 1 1 a aa tget 


gecaca t gt c 


aggect ta tg 


c taagggtga 


gtaat tccat 


gg tgcactag 


2814 


a ta tgcaggg 


c tgctaa tct 


caaggagct t 


ccag tgcaga 


gggaa taaa t 


gctagactaa 


2874 


aatacagagt 


cttccaggtg 


ggca tttcaa 


ccaactcagt 


caaggaaccc 


atgacaaaga 


2934 


aagtcatttc 


aactcttacc 


tcatcaagtt 


gaataaagac 


agagaaaaca 


gaaagagaca 


2994 


ttgttctttt 


cctgagtctt 


ttgaatggaa 


attgtattat 


gttatageca 


tcataaaacc 


3054 


attt tggtag 


tt ttgactga 


actgggtgt t 


cactt tt tec 


tttttgattg 


aatacaatt t 


3114 


aaattctact 


tgatgactgc 


agtcgtcaag 


gggctcctga 


tgcaagatgc 


cccttccatt 


3174 


ttaagtctgt 


ctccttacag 


aggt taaagt 


ctaatggcta 


attcctaagg 


aaacctgatt 


3234 


aacacatget 


cacaaccatc 


ctggtca ttc 


tcgaacatgt 


tctatttttt 


aactaatcac 


3294 


ccctgatata 


tttttatttt 


tata tatcca 


gttttcattt 


ttttaegtet 


tgcctataag 


3354 


ctaatatca t 


aaataaggtt 


gtttaagacg 


tgcttcaaat 


atccatatta 


accactattt 


3414 


t tcaaggaag 


tatggaaaag 


tacactctgt 


cactt tgtca 


ctcgatgtca 


t tccaaagtt 


3474 


at tgectact 


aagtaatgac 


tgtcatgaaa 


gcagcattga 


aataatttgt 


ttaaaggggg 


3534 


cactctt tta 


aacgggaaga 


aaat ttcege 


ttcctggtct 


tatcatggac 


aatttgggct 


3594 


ataggcatga 


aggaagtggg 


attacctcag 


gaagtcacct 


tttcttgatt 


ccagaaacat 


3654 


atgggctgat 


aaacccgggg 


tgacctcatg 


aaatgagt tg 


cagcagatgt 


ttattttttt 


3714 


cagaacaagt 


gatgtttgat 


ggacctatga 


atctatttag 


ggagacacag 


atggctggga 


3774 


tccetcccct 


gtacccttct 


cactgacagg 


agaacta 
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<210> 8 
<211> 799 
<212> PRT 

<213> Homo sapiens 
<400> 8 

Met Glu Leu Asn Phe Tyr Lys lie Pro Asp Asn Leu Pro Phe Ser Thr 
1 5 10 15 

Lys Asn Leu Asp Leu Ser Phe Asn Pro Leu Arg His Leu Gly Ser Tyr 
20 25 30 

Ser Phe Phe Ser Phe Pro Glu Leu Gin Val Leu Asp Leu Ser Arg Cys 
35 40 45 

Glu He Gin Thr He Glu Asp Gly Ala Tyr Gin Ser Leu Ser His Leu 
50 55 60 

Ser Thr Leu He Leu Thr Gly Asn Pro He Gin Ser Leu Ala Leu Gly 
65 70 75 80 

Ala Phe Ser Gly Leu Ser Ser Leu Gin Lys Leu Val Ala Val Glu Thr 
85 90 95 

Asn Leu Ala Ser Leu Glu Asn Phe Pro He Gly His Leu Lys Thr Leu 
100 105 110 

Lys Glu Leu Asn Val Ala His Asn Leu He Gin Ser Phe Lys Leu Pro 
115 120 125 

Glu Tyr Phe Ser Asn Leu Thr Asn Leu Glu His Leu Asp Leu Ser Ser 
130 135 140 

Asn Lys He Gin Ser He Tyr Cys Thr Asp Leu Arg Val Leu His Gin 
145 * 150 155 160 

Met Pro Leu Leu Asn Leu Ser Leu Asp Leu Ser Leu Asn Pro Met Asn 
165 170 175 

Phe He Gin Pro Gly Ala Phe Lys Glu He Arg Leu His Lys Leu Thr 
180 185 190 

Leu Arg Asn Asn Phe Asp Ser Leu Asn Val Met Lys Thr Cys He Gin 
195 200 205 

Gly Leu Ala Gly Leu Glu Val His Arg Leu Val Leu Gly Glu Phe Arg 
210 215 220 

Asn Glu Gly Asn Leu Glu Lys Phe Asp Lys Ser Ala Leu Glu Gly Leu 
225 230 235 240 

Cys Asn Leu Thr He Glu Glu Phe Arg Leu Ala Tyr Leu Asp Tyr Tyr 
245 250 255 

Leu Asp Asp He He Asp Leu Phe Asn Cys Leu Thr Asn Val Ser Ser 
260 265 " 270 

Phe Ser Leu Val Ser Val Thr He Glu Arg Val Lys Asp Phe Ser Tyr 
275 280 285 



Asn Phe Gly Trp Gin His Leu Glu Leu Val Asn Cys Lys Phe Gly Gin 
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290 295 300 

Phe Pro Thr Leu Lys Leu Lys Ser Leu Lys Arg Leu Thr Phe Thr Ser 
305 310 ** 315 320 

Asn Lys Gly Gly Asn Ala Phe Ser Glu Val Asp Leu Pro Ser Leu Glu 
325 330 335 

Phe Leu Asp Leu Ser Arg Asn Gly Leu Ser Phe Lys Gly Cys Cys Ser 
340 345 ~ 350 

Gin Ser Asp Phe Gly Thr Thr Ser Leu Lys Tyr Leu Asp Leu Ser Phe 
355 360 " 365 

Asn Gly Val He Thr Met Ser Ser Asn Phe Leu Gly Leu Glu Gin Leu 
370 375 380 

Glu His Leu Asp Phe Gin His Ser Asn Leu Lys Gin Met Ser Glu Phe 
385 390 395 400 

Ser Val Phe Leu Ser Leu Arg Asn Leu He Tyr Leu Asp He Ser His 
405 410 415 

Thr His Thr Arg Val Ala Phe Asn Gly He Phe Asn Gly Leu Ser Ser 
420 425 430 

Leu Glu Val Leu Lys Met Ala Gly Asn Ser Phe Gin Glu Asn Phe Leu 
435 440 445 

Pro Asp He Phe Thr Glu Leu Arg Asn Leu Thr Phe Leu Asp Leu Ser 
450 455 460 

Gin Cys Gin Leu Glu Gin Leu Ser Pro Thr Ala Phe Asn Ser Leu Ser 
465 470 475 480 

Ser Leu Gin Val Leu Asn Met Ser His Asn Asn Phe Phe Ser Leu Asp 
485 490 495 

Thr Phe Pro Tyr Lys Cys Leu Asn Ser Leu Gin Val Leu Asp Tyr Ser 
500 505 510 

Leu Asn His He Met Thr Ser Lys Lys Gin Glu Leu Gin His Phe Pro 
515 520 525 

Ser Ser Leu Ala Phe Leu Asn Leu Thr Gin Asn Asp Phe Ala Cys Thr 
530 535 540 

Cys Glu His Gin Ser Phe Leu Gin Trp He Lys Asp Gin Arg Gin Leu 
545 550 555 " 560 

Leu Val Glu Val Glu Arg Met Glu Cys Ala Thr Pro Ser Asp Lys Gin 
565 570 575 

Gly Met Pro Val Leu Ser Leu Asn He Thr Cys Gin Met Asn Lys Thr 
580 585 590 

He He Gly Val Ser Val Leu Ser Val Leu Val Val Ser Val Val Ala 
595 600 605 



Val Leu Val Tyr Lys Phe Tyr Phe His Leu Met Leu Leu Ala Gly Cys 
610 615 620 
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lie Lys Tyr Gly 
625 

Ser Ser Gin Asp 



Glu Glu Gly Val 
660 

lie Pro Gly Val 
67 5 

Lys Ser Arg Lys 
690 

Arg Trp Cys lie 
705 

Ser Ser Arg Ala 



Thr Leu Leu Arg 
740 

Thr Tyr Leu Glu 
755 



Arg Gly Glu Asn 
630 

Glu Asp Trp Val 
645 

Pro Pro Phe Gin 



Ala lie Ala Ala 
680 

Val lie Val Val 
695 

Phe Glu Tyr Glu 
710 

Gly He He Phe 
725 

Gin Gin Val Glu 



Trp Glu Asp Ser 
760 



He Tyr Asp Ala 
635 

Arg Asn Glu Leu 
650 

Leu Cys Leu His 
665 

Asn He He His 



Val Ser Gin His 
700 

He Ala Gin Thr 
715 

He Val Leu Gin 
730 

Leu Tyr Arg Leu 
745 

Val Leu Gly Arg 



Phe Val He Tyr 
640 

Val Lys Asn Leu 
65 5 

Tyr Arg Asp Phe 
670 

Glu Gly Phe His 
685 

Phe He Gin Ser 



Trp Gin Phe Leu 
720 

Lys Val Glu Lys 
7 35 

Leu Ser Arg Asn 
750 

His He Phe Trp 
765 



Arg Arg Leu Arg Lys Ala Leu Leu Asp Gly Lys Ser Trp Asn Pro Glu 

770 775 780 

Gly Thr Val Gly Thr Gly Cys Asn Trp Gin Glu Ala Thr Ser He 

785 790 795 



<210> 9 

<211> 1327 

<212> ADNc 

<213> Homo sapiens 

<220> 
<221> CDS 

<222> (76) . . (1203) 

<223> Recepteur CD14 cTorigine hurnaine 
<400> 9 

gccgctgtgt aggaaagaag ctaaagcact tccagagcct gtccggagct cagaggttcg 60 

gaagacttat cgacc atg gag cgc gcg tec tgc ttg ttg ctg ctg ctg ctg 111 
Met Glu Arg Ala Ser Cys Leu Leu Leu Leu Leu Leu 
15 10 

ccg ctg gtg cac gtc tct gcg acc acg cca gaa cct tgt gag ctg gac 159 
Pro Leu Val His Val Ser Ala Thr Thr Pro Glu Pro Cys Glu Leu Asp 
15 20 25 

gat gaa gat ttc cgc tgc gtc tgc aac ttc tec gaa cct cag ccc gac 207 
Asp Glu Asp Phe Arg Cys Val Cys Asn Phe Ser Glu Pro Gin Pro Asp 
30 35 40 



tgg tec gaa gec ttc cag tgt gtg tct gca gta gag gtg gag ate cat 
Trp Ser Glu Ala Phe Gin Cys Val Ser Ala Val Glu Val Glu He His 



255 
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45 50 55 60 

gcc ggc ggt etc aac eta gag ccg ttt eta aag cgc gtc gat gcg gac 303 

Ala Gly Gly Leu Asn Leu Glu Pro Phe Leu Lys Arg Val Asp Ala Asp 

65 70 * * 75 

gcc gac ccg egg cag tat get gac acg gtc aag get etc cgc gtg egg 351 

Ala Asp Pro Arg Gin Tyr Ala Asp Thr Val Lys Ala Leu Arg Val Arg 

80 85 90 

egg etc aca gtg gga gcc gca cag gtt cct get cag eta ctg gta ggc 399 

Arg Leu Thr Val Gly Ala Ala Gin Val Pro Ala Gin Leu Leu Val Gly 

95 100 105 

gcc ctg cgt gtg eta gcg tac tec cgc etc aag gaa ctg acg etc gag 447 

Ala Leu Arg Val Leu Ala Tyr Ser Arg Leu Lys Glu Leu Thr Leu Glu 

110 115 *" 120 

gac eta aag ata acc ggc ace atg cct ccg ctg cct ctg gaa gcc aca 495 

Asp Leu Lys lie Thr Gly Thr Met Pro Pro Leu Pro Leu Glu Ala Thr 

125 130 135 140 



gga ctt gca ctt tec age ttg cgc eta cgc aac gtg teg tgg gcg aca 
Gly Leu Ala Leu Ser Ser Leu Arg Leu Arg Asn Val Ser Trp Ala Thr 

1 / C icr\ i r- r- 



145 150 155 



543 



ggg cgt tct tgg etc gcc gag ctg cag cag tgg etc aag cca ggc etc 591 
Gly Arg Ser Trp Leu Ala Glu Leu Gin Gin Trp Leu Lys Pro Gly Leu 
160 165 " 170 

aag gta ctg age att gcc caa gca cac teg cct gcc ttt tec tgc gaa 639 
Lys Val Leu Ser lie Ala Gin Ala His Ser Pro Ala Phe Ser Cys Glu 
175 180 185 

cag gtt cgc gcc ttc ccg gcc ctt acc age eta gac ctg tct gac aat 687 
Gin Val Arg Ala Phe Pro Ala Leu Thr Ser Leu Asp Leu Ser Asp Asn 
190 195 200 

cct gga ctg ggc gaa cgc gga ctg atg gcg get etc tgt ccc cac aag 735 
Pro Gly Leu Gly Glu Arg Gly Leu Met Ala Ala Leu Cys Pro His Lys 
205 210 215 ** 220 

ttc ccg gcc ate cag aat eta gcg ctg cgc aac aca gga atg gag acg 783 
Phe Pro Ala He Gin Asn Leu Ala Leu Arg Asn Thr Gly Met Glu Thr 
225 230 235 

ccc aca ggc gtg tgc gcc gca ctg gcg gcg gca ggt gtg cag ccc cac 831 
Pro Thr Gly Val Cys Ala Ala Leu Ala Ala Ala Gly Val Gin Pro His 
240 245 250 

age eta gac etc age cac aac teg ctg cgc gcc acc gta aac cct age 879 
Ser Leu Asp Leu Ser His Asn Ser Leu Arg Ala Thr Val Asn Pro Ser 
255 260 265 

get ccg aga tgc atg tgg tec age gcc ctg aac tec etc aat ctg teg 927 

Ala Pro Arg Cys Met Trp Ser Ser Ala Leu Asn Ser Leu Asn Leu Ser 
270 275 280 

ttc get ggg ctg gaa cag gtg cct aaa gga ctg cca gcc aag etc aga 975 
Phe Ala Gly Leu Glu Gin Val Pro Lys Gly Leu Pro Ala bys Leu Arg 
285 290 295 * 300 



WO 02/35236 



23 



PCT/FR01/03352 



gtg etc gal: etc age tgc aac aga ctg aac agg gcg ccg cag cct gac 
Val Leu Asp Leu Ser Cys Asn Arg Leu Asn Arg Ala Pro Gin Pro Asp 
305 310 315 



1023 



gag ctg ccc gag gtg gat aac ctg aca ctg gac ggg aat ccc ttc ctg 1071 
Glu Leu Pro Glu Val Asp Asn Leu Thr Leu Asp Gly Asn Pro Phe Leu 
320 325 330 

gtc cct gga act gec etc ccc cac gag ggc tea- atg aac tec ggc gtg 1119 
Val Pro Gly Thr Ala Leu Pro His Glu Gly Ser Met Asn Ser Gly Val 
335 340 345 

gtc cca gee tgt gca cgt teg acc ctg teg gtg ggg gtg teg gga acc 1167 
Val Pro Ala Cys Ala Arg Ser Thr Leu Ser Val Gly Val Ser Gly Thr 
350 " 355 360 

ctg gtg ctg etc caa ggg gec egg ggc ttt gee taa gatccaagac 1213 
Leu Val Leu Leu Gin Gly Ala Arg Gly Phe Ala 
365 370 375 

agaataatga atggactcaa actgecttgg cttcagggga gtcccgtcag gaegttgagg 1273 
acttttcgac caattcaacc ctttgcccca cctttattaa aatcttaaac aacg 1327 



<210> 10 
<211> 375 
<212> PRT 

<213> Homo sapiens 
<400> 10 

Met Glu Arg Ala Ser Cys Leu Leu Leu Leu Leu Leu Pro Leu Val His 
1 " 5 10 15 

Val Ser Ala Thr Thr Pro Glu Pro Cys Glu Leu Asp Asp Glu Asp Phe 
20 25 30 

Arg Cys Val Cys Asn Phe Ser Glu Pro Gin Pro Asp Trp Ser Glu Ala 
35 4 0 4 5 

Phe Gin Cys Val Ser Ala Val Glu Val Glu lie His Ala Gly Gly Leu 
50 55 60 

Asn Leu Glu Pro Phe Leu Lys Arg Val Asp Ala Asp Ala Asp Pro Arg 
65 70 75 80 

Gin Tyr Ala Asp Thr Val Lys Ala Leu Arg Val Arg Arg Leu Thr Val 
85 " 90 95 

Gly Ala Ala Gin Val Pro Ala Gin Leu Leu Val Gly Ala Leu Arg Val 
100 105 110 

Leu Ala Tyr Ser Arg Leu Lys Glu Leu Thr Leu Glu Asp Leu Lys lie 
115 120 125 

Thr Gly Thr Met Pro Pro Leu Pro Leu Glu Ala Thr Gly Leu Ala Leu 
130 135 140 

Ser Ser Leu Arg Leu Arg Asn Val Ser Trp Ala Thr Gly Arg Ser Trp 
145 * 150 155 160 
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Leu Ala Glu Leu Gin Gin Trp Leu Lys Pro Gly Leu Lys Val Leu Ser 
165 170 " ~ 175 



He Ala Gin Ala His Ser Pro Ala Phe Ser Cys Glu Gin Val Arg Ala 
180 185 " 190 

Phe Pro Ala Leu Thr Ser Leu Asp Leu Ser Asp Asn Pro Gly Leu Gly 
195 200 205 

Glu Arg Gly Leu Met Ala Ala Leu Cys Pro His Lys Phe Pro Ala He 
210 215 220 

Gin Asn Leu Ala Leu Arg Asn Thr Gly Met Glu Thr Pro Thr Gly Val 
225 230 235 240 

Cys Ala Ala Leu Ala Ala Ala Gly Val Gin Pro His Ser Leu Asp Leu 
245 250 255 

Ser His Asn Ser Leu Arg Ala Thr Val Asn Pro Ser Ala Pro Arg Cys 
260 265 270 

Met Trp Ser Ser Ala Leu Asn Ser Leu Asn Leu Ser Phe Ala Gly Leu 
275 280 285 

Glu Gin Val Pro Lys Gly Leu Pro Ala Lys Leu Arg Val Leu Asp Leu 
290 295 300 

Ser Cys Asn Arg Leu Asn Arg Ala Pro Gin Pro Asp Glu Leu Pro Glu 
305 310 315 320 

Val Asp Asn Leu Thr Leu Asp Gly Asn Pro Phe Leu Val Pro Gly Thr 
325 330 335 

Ala Leu Pro His Glu Gly Ser Met Asn Ser Gly Val Val Pro Ala Cys 
340 345 ^ 350 

Ala Arg Ser Thr Leu Ser Val Gly Val Ser Gly Thr Leu Val Leu Leu 
355 360 365 

Gin Gly Ala Arg Gly Phe Ala 
370 375 
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Claims nos.: 21-37 

Claims 21-37 relate to a molecule defined by reference to a desirable property, in 
particular its capacity to bind with scavenger particles and to be signalled via a Toll 
receptor, and the pharmaceutical use of said molecules. The claims comprise all the 
molecules having said property, whereas the patent application provides a support basis 
as defined by PCT Article 6 and/or a disclosure as defined by PCT Article 5 for no 
specific molecule. In fact, it is explicitly specified in the description that " those novel 
molecules obtainable by implementing the inventive method do not include ligands 
known to-date which are capable of binding with scavenger receptors and signalled via a 
Toll receptor such as HSP, lipoproteins such as OspA, Klebsiella OmpA and pEA 
(Pseudomonas Exotoxin A)". 

That lack of support basis and disclosure is such that it is not possible to carry out any 
meaningful search on the subject matter covered by Claims 21-37. 

The applicant's attention is drawn to the fact that claims, or parts of claims, relating to 
inventions in respect of which no search report has been established need not be the 
subject of an international preliminary examination (PCT Rule 66.1(e)). The applicant is 
advised that the EPO policy when acting as International Preliminary examining 
Authority is normally not to carry out a preliminary examination on matter which has not 
been searched. This is the case irrespective of whether or not the claims are amended 
following receipt of the search report or during any Chapter II procedure. 
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Suite du cadre 1.2 
Revendi cations nos. 



21-37 



Les revendi cations 21-37 se referent a tine molecule definie en faisant 
reference a une propriete souhaitable, en parti culier a sa capacite de se 
lier aux recepteurs scavenger et de signaler via un recepteur Toll, et a 
1 'utilisation pharmaceutique de cette molecule. Les revendi cations 
comprennent toutes les molecules ayant cette propriete, tandis que la 
demande de brevet ne donne un fondement au sens de 1 'Article 6 PCT et/ou 
un expose au sens de 1 'article 5 PCT pour aucune molecule precise. En 
fait, il est expl icitement precise dans la description que "ce nouvelles 
molecules susceptibles d'§tre obtenues par la mise en oeuvre de la 
methode selon V invention n'englobent pas les ligands connus a ce jour 
qui serai ent susceptibles de se lier aux recepteurs scavenger et 
signalees via un recepteur Toll tels que les HSP, les 1 ipoprotemes 
telles que les OspA, 1'OmpA de Klebsiella pneumoniae et le pEA 
(Pseudomonas Exotoxin A)". 

Ce manque de fondement et expose est tel qu'une recherche significative 
sur la matiere couverte par les revendications 21-37 est impossible. 

L'attention du deposant est attiree sur le fait que les revendications, 
ou des parties de revendications, ayant trait aux inventions pour 
lesquelles aucun rapport de recherche n'a ete etabli ne peuvent faire 
obligatoirement l'objet d'un rapport preliminaire d'examen (Regie 66.1(e) 
PCT). Le deposant est averti que la ligne de conduite adoptee par l'OEB 
agissant en qualite d' administration chargee de Vexamen preliminaire 
international est, normal ement, de ne pas proceder a un examen 
preliminaire sur un sujet n' ayant pas fait Tobjet d'une recherche. Cette 
attitude restera inchangee, i ndependamment du fait que les revendications 
aient ou n'aient pas ete modifiees, soit apres la reception du rapport de 
recherche, soit pendant une quelconque procedure sous le Chapitre II. 
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